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RESUMO 
As estirpes de Escherichia coli Shiga Toxigênica (STEC) foram reconhecidas nas 
últimas duas décadas como agentes causadores de infecções em humanos em todo 
o mundo. Tem como característica a produção das toxinas Shiga codificadas pelos 
genes stx-,, stx2 e suas variantes, e a transmissão através da ingestão de água e 
alimentos contaminados. No Brasil foram registrados poucos casos de infecção por 
STEC em humanos, e no Estado do Paraná até o presente momento, nenhum caso 
foi evidenciado. O objetivo deste trabalho é detectar em amostras de fezes de 
crianças com diarréia a presença de STEC através de PCR e determinar o perfil 
molecular dessas estirpes. Foram analisadas 331 amostras de fezes (306 diarréicas, 
25 controles saudáveis) provenientes de indivíduos com faixa etária entre 24 dias a 
14 anos e residentes em diferentes localidades do Estado do Paraná. O protocolo 
estabelecido neste trabalho inclui cultivo em ágar MacConkey seguido da extração 
de DNA pelo método da fervura (OLSVIK; STROCKBINE.1993) e PCR para STEC 
empregando os genes stx como alvo. O limite de detecção do protocolo foi de 
100UFC/mL. Foi encontrada uma incidência de STEC de 1,96% na população 
estudada. Em apenas 3 dessas amostras foi possível isolar as estirpes de STEC, 
todas pertencentes ao grupo não-0157, que apresentaram os seguintes genótipos: 
amostra M03 - stxi+ stX2~ eae+hly+, as amostras D104 e J307 apresentaram um perfil 
semelhante - stx{ stX2+ eaehly'. 
Palavras-chave: STEC, toxina Shiga, gene stx, PCR, diarréia. 
ABSTRACT 
In the last two decades Escherichia coli Shiga Toxigenic (STEC) strains were 
recognized worldwide as organisms capable to cause human diseases. Their 
common feature is the production of Shiga toxin, codified by stx1 and stx2 genes and 
its variants. Transmission occurs by ingestion of contaminated food and water. Few 
cases of human STEC infections were reported in Brazil, although in Paraná State, 
no one was described yet. The aim of this work was search for STEC in stool 
specimens from children with diarrhea using PCR and establish their genotype 
considering virulence genes. 331 stool specimens from different locations (306 
patients with diarrhea, 25 healthy controls; age ranging from 24 days to 14 years) 
were screened for STEC by the protocol established in this work that comprises 
culture on MacConkey agar, DNA extraction by the boiling method (OLSVIK; 
STROCKBINE,1993) and PCR using stx genes as targets. This protocol was able to 
detect until 100 CFU/mL. An incidence of 1.96% was registered among children with 
diarrhea. Only 3 strains of STEC were isolated, all non-0157, showing the following 
genotypes: specimen M03 - stxr stX2~eae+hly+, specimens D104 and J307 similarly -
stx i"stX2+ eae'hly'. 
Key-words: STEC, Shiga toxin, stx gene, PCR, diarrhea. 
1 INTRODUÇÃO 
A Escherichia coli Shiga Toxigênica (STEC) é um patógeno veiculado por 
alimentos que representa um sério problema de saúde pública em vários países (WHO, 
1998). Essas bactérias têm como principal reservatório o intestino de uma variedade de 
animais, particularmente ruminantes, e os ambientes onde estes são mantidos 
(KNIGHT, 1993; FENG, 1995; WHO, 1998). 
Em humanos, a infecção por STEC decorre da ingestão de alimentos e água 
contaminados com fezes desses animais e pode se manifestar como uma síndrome 
diarréica não complicada, colite hemorrágica, púrpura trombocitopênica trombótica e 
síndrome hemolítico-urêmica (BEERS; CAMERON, 1995; GRIFFIN; BOYCE, 1998; 
KUNTZ; KUNTZ, 1999; GOLDMAN; BENNETT, 2000). A morbidade e mortalidade 
associadas com a doença gastrointestinal causada pelas STEC tem sido capaz de 
sobrepujar o emprego de elevados recursos, até mesmo em países com sistemas de 
saúde bem desenvolvidos como Austrália, Finlândia e Estados Unidos, onerando estes 
sistemas por longos períodos (PATON; PATON, 1998a). 
Atualmente não existe tratamento efetivo disponível para as infecções causadas 
por STEC, sendo o uso de antimicrobianos controverso. Vários relatos têm indicado que 
essas drogas provocam um agravamento do quadro clínico dos doentes e sugerem que 
o seu uso seja evitado (MATSUSHIRO et al., 1999; WONG et al., 2000; ZHANG et al., 
2000). As medidas para prevenir o surgimento de novos casos da doença na população 
dependem da identificação das STEC em amostras clínicas dos doentes e da 
identificação da fonte de transmissão (PATON; PATON, 1998a). 
A identificação das STEC é dificultada pela ausência de características 
bioquímicas que permitam separá-las das estirpes não-patogênicas de E. coli e pela 
existência de diversos sorotipos desses patógenos, tornando os métodos 
microbiológicos convencionais inadequados para sua detecção. O baixo número de 
organismos presentes nas fezes é outro fator que dificulta a detecção dessas bactérias. 
A característica comum a todas as STEC, e que permite diferenciá-las das demais E. 
coli é a produção de toxinas Shiga, o que requer a realização de testes específicos. 
Embora já existam várias metodologias para a detecção de STEC, poucas são 
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aplicáveis à rotina dos laboratórios clínicos devido à sua complexidade ou custo 
elevado. Atualmente a Reação em Cadeia da Polimerase é recomendada como o 
método de escolha para a identificação desses organismos, mas não está 
comercialmente disponível (PATON; PATON, 1998a; BOPP et al., 1999; KEHL, 2002). 
No Brasil as STEC não são pesquisadas rotineiramente nos laboratórios de 
análises clínicas, e aqueles que o fazem pesquisam apenas o sorogrupo 0157. Outro 
fator, é que embora estirpes de STEC 0157:H7 já tenham sido isoladas de casos de 
diarréia, aparentemente esse sorogrupo não está entre os mais freqüentes no país 
(IRINO et al., 2000; 2002; GUTH et al., 2000; 2002a). A incidência de STEC no país é 
desconhecida e provavelmente muitos casos de infecção provocados por este patógeno 
não estão sendo diagnosticados. 
Uma elevada prevalência de STEC, predominantemente não-0157, foi 
encontrada no rebanho bovino do Paraná (FARAH et al., 2003), mas casos de infecção 
em humanos ainda não foram descritos no Estado. O objetivo deste trabalho é detectar 
a presença de STEC em amostras de fezes de crianças com diarréia no Estado do 
Paraná e determinar o perfil molecular dessas estirpes. 
2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
Escheríchia coli é um bacilo gram negativo da família Enterobacteriaceae 
que habita o trato intestinal dos seres humanos e dos animais como comensal. Mas 
existem várias estirpes patogênicas de E. coli capazes de provocar diferentes 
patologias, como diarréia, disenteria, síndrome hemolítico-urêmica, infecções do 
trato urinário, septicemia, pneumonia e meningite, associadas com estirpes 
específicas (NATARO; KAPER; 1998). 
O perfil bioquímico e a tipagem sorológica são os sistemas utilizados para 
identificar as estirpes de E. coli. Dois componentes da superfície bacteriana formam 
a base para o sistema de classificação sorológica: o antígeno somático (O) e o 
antígeno flagelar (H). Nas bactérias capsuladas, o antígeno capsular (K) também é 
usado na classificação. Embora a tipagem sorológica seja amplamente utilizada e 
existam associações entre sorotipo e virulência, ela não é adequada, isoladamente, 
para caracterizar uma estirpe de E. coli como patogênica (SALYERS; WHITT, 1994; 
FORBES; SAHM; WEISSFELD, 2002). 
O estudo do processo de patogênese em algumas estirpes de E. coli levou à 
descrição de vários genes associados com virulência presentes no genoma desses 
organismos mas ausentes nas estirpes não patogênicas (SALYERS; WHITT, 1994; 
NATARO; KAPER, 1998). Com os conhecimentos adquiridos sobre patogênese, foi 
proposto que os mecanismos de virulência bacterianos, tais como padrões de 
adesão da bactéria às células do hospedeiro, efeitos da adesão nas células do 
hospedeiro, produção de toxina, capacidade de invasão, entre outras, fossem 
empregados para diferenciar as estirpes patogênicas das comensais. Isto representa 
um passo promissor na identificação dos organismos patogênicos pois está mais 
diretamente associado com o processo de doença do que a sorologia (SALYERS; 
WHITT, 1994). Estas características têm sido utilizadas para designar algumas das 
estirpes de E. coli capazes de causar diarréia, entre as quais se destaca a E. coli 
Shiga Toxigênica (STEC). Esse organismo é veiculado através de alimentos e pode 
causar um amplo espectro de doenças variando de diarréia não-complicada a colite 
hemorrágica, e complicações potencialmente fatais como síndrome hemolítico-
urêmica (SHU). As infecções causadas por STEC e a possível evolução para 
complicações graves e suas seqüelas, acarretam um alto custo econômico e social. 
(PATON; PATON; 1998a; ELBASHA; FITZSIMMONS; MELTZER, 2000). 
2.1 Escherichia coli Shiga toxigênica 
A associação de STEC com infecção em humanos ocorreu em 1982, nos 
Estados Unidos, durante a investigação de dois surtos de colite hemorrágica e SHU 
que foram associados a um sorotipo até então incomum de E. coli identificado como 
0157:H7, devido aos seus antígenos somático e flagelar (RILEY et al., 1983). Esse 
organismo foi denominado E. coli entero-hemorrágica (EHEC) devido às 
características da doença causada nos indivíduos infectados. Em 1983 ocorreu a 
associação dessas bactérias, que produziam uma citotoxina capaz de induzir efeitos 
citopáticos irreversíveis em células Vero, com casos de SHU (KARMALI et al., 
1983a; 1983b). Na verdade, esse efeito foi descrito em 1977, mas naquela época 
não foi esclarecido se esse organismo era responsável pelos quadros de diarréia 
investigados (KONOWALCHUK et al., 1977). Devido ao efeito citotóxico em cultura 
de células Vero, foi proposta a denominação de E. coli produtora de toxina Vero 
(VTEC). 
Na seqüência, O'BRIEN e colaboradores purificaram e caracterizaram a 
citotoxina, e verificaram que ela apresentava estrutura e atividade biológica similares 
à toxina Shiga (Stx) produzida pela Shigella dysenteriae tipo 1 (O'BRIEN et al., 
1983). Também foi demonstrado que a toxina produzida pelas estirpes de VTEC 
podia ser neutralizada por anticorpos anti-Stx resultando nas designações E. coli 
"Shiga-like" toxigênica (SLTEC), E. coli produtora de toxina Shiga e E coli Shiga 
toxigênica (STEC). Posteriormente foram identificados dois tipos principais de toxina 
Shiga em E. coli e subseqüentemente inúmeras formas variantes (PATON; PATON, 
1998a). 
Atualmente a designação STEC é a mais utilizada para se referir a um grupo 
de E. coli que apresenta como característica comum a produção de toxinas Shiga. 
Além da E. coli 0157:H7 existem mais de 100 sorotipos diferentes de STEC capazes 
de causar doenças em humanos. As últimas são geralmente designadas de STEC 
não-0157; têm sido isoladas em todo o mundo e predominam em vários países 
(BEUTIN et al., 1994; SCHMIDT; KARCH, 1996; BEUTIN; ZIMMERMANN; GLEIER, 
1998; WHO, 1998; BOERLIN et al., 1999; IRINO et al., 2000; FEY et al., 2000). 
Mesmo nos países que apresentam maior incidência de STEC 0157 - como 
Inglaterra e Estados Unidos - têm-se percebido que o número de casos devido às 
não-0157 é provavelmente maior do que se esperava. Estudos sugerem que cerca 
de 25% dos casos de SHU na América do Norte sejam devidos às STEC não-0157 
(CDC, 1995; McCARTHY etal., 2001; KEHL, 2002). 
As STEC têm sido associadas com inúmeros surtos e casos isolados de 
doença gastrointestinal em vários países, incluindo Canadá, Estados Unidos (RILEY 
et al., 1983; JOHNSON; LIOR; BEZANSON, 1983; SMITH et al., 1987; PAI et al., 
1988; BELL et al.; 1994; PROCTOR et al., 2002; CDC, 2002) Argentina, Brasil, Chile 
(LOPEZ et al., 1989; CÓRDOVEZ et al., 1992; RIVAS et al., 1998; CANTARELLI et 
al., 2000; IRINO et al., 2002), Alemanha (HUPPERTZ et al., 1996; BEUTIN; 
ZIMMERMANN; GLEIER, 1998), Austrália (PATON et al., 1996), índia (KHAN et al., 
2002); Inglaterra (SMITH et al., 1987; THOMAS et al., 1994), Itália (CAPRIOLI et al., 
1994; RICOTTI et al., 1994; CAPRIOLI et al., 1997), Finlândia (KESKIMÀKI et al., 
1998; 2001) e Japão (HASHIMOTO et al., 1999), o que as torna um problema 
mundial de saúde pública. 
A E. coli 0157:H7 é o sorotipo de STEC mais comumente associado com 
surtos de doença gastrointestinal, e o mais estudado. O genoma de duas estirpes de 
STEC 0157:H7 isoladas de surtos foi seqüenciado, mostrando 1,34 Mb de DNA que 
não está presente na estirpe E. coli K-12, não patogênica. Este DNA adicional está 
inserido ao longo da estrutura cromossômica comum como fragmentos que variam 
de poucas centenas de pares de base até 88 kb. Muitos contêm apenas genes de 
função desconhecida, alguns foram associados com funções metabólicas 
alternativas, e outros contêm prováveis fatores de virulência, de acordo com a 
homologia apresentada com genes de função já conhecida de outros 
microorganismos, além de profagos, e genes já descritos como aqueles presentes 
na ilha de patogenicidade LEE e genes que codificam as toxinas Shiga, Stx1 e Stx2 
(PERNAetal., 2001; HAYASHI etal., 2001). 
2.1.1 Diversidade entre as STEC 
Existem entre as STEC diversos tipos clonais indicando considerável 
diversidade genética e origem evolutiva independente. As STEC são classificadas 
em quatro grupos designados EHEC1, EHEC2, STEC1 e STEC2, baseados na 
tipagem de seqüências multilocus. O grupo EHEC1 compreende as estirpes 0157, 
ao passo que EHEC2 inclui uma variedade de estirpes não-0157, como as dos 
sorogrupos 0111 e 026. Os membros desse grupo compartilham os mesmos fatores 
de virulência das E. coli 0157, como a ilha de patogenicidade LEE, causam doenças 
similares e são comuns nos bovinos, mas os dois grupos divergem 
substancialmente. O grupo STEC1 inclui muitos sorogrupos, geralmente associados 
com o antígeno flagelar H21, sendo os mais comuns 0113, 0X3 e 091. Os 
membros desse grupo também causam doenças e são comumente isolados de 
humanos, embora não contenham a ilha de patogenicidade LEE. O grupo STEC2 é 
composto pelos sorotipos 0103:H2, 0103:H6 e 045:H2. Pouco se sabe sobre a 
virulência desses organismos, mas são altamente divergentes dos demais grupos 
(WHITTAM, 1998). 
A maioria das STEC é similar às estirpes não patogênicas de E. coli em 
termos de propriedades bioquímicas e sorológicas, gerando dificuldades para o seu 
diagnóstico nos laboratórios de rotina. Somente as propriedades de virulência como 
a produção de toxina Shiga, permitem distinguir entre as estirpes de STEC e as 
comensais do intestino (TSCHÀPE; FRUTH, 2001). 
2.2 Fatores de virulência 
Existe um amplo espectro de fatores de virulência entre as STEC e uma 
grande variação na distribuição destes, o que pode afetar a virulência das diferentes 
estirpes (BEUTIN; ZIMMERMANN; GLEIER, 1998; SCHMIDT et al., 1999; FEY et al„ 
2000). A produção de toxinas Shiga é a característica comum a todas as STEC 
(TSCHÀPE; FRUTH, 2001). 
2.2.1 Toxinas Shiga 
As STEC são diferenciadas de outras E. coli pela produção de um ou dois 
tipos principais de potentes toxinas, denominadas toxina Shiga 1 (Stx1) e toxina 
Shiga 2 (Stx2). Essas toxinas são geneticamente relacionadas e apresentam 
atividades biológicas similares, mas são distintas antigenicamente, não ocorrendo 
neutralização cruzada frente a anticorpos anti-Stxl ou anti-Stx2. As toxinas Stx1 e 
Stx2 são codificadas pelos genes stxi e stx2, respectivamente, que estão localizados 
no genoma de fagos que se integram ao cromossomo da célula hospedeira 
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(NEWLAND et ai. , 1985; STROCKBINE et ai., 1986; WILLSHAW et ai. , 1987; 
CALDERWOOD et ai. , 1987; JACKSON et ai., 1987; GOBIUS et ai., 2003; 
RECKTENWALD; SCHMIDT, 2002). A presença desses genes em fagos propicia 
não somente a capacidade de disseminação entre diferentes estirpes, mas também 
possibilita a sua coexistência em uma mesma bactéria. Dessa maneira, as STEC 
podem apresentar um ou mais genes stx. A combinação de dois e três genes stx em 
estirpes de STEC 0157 e não-0157 isoladas de humanos já foi registrada (FÜRST 
et ai., 2000; EKLUND; SCHEUTZ; SIITONEN, 2001 ; EKLUND; LEINO; SIITONEN, 
2002). 
As toxinas produzidas pelas STEC pertencem à família das toxinas Shiga e 
estruturalmente pertencem ao grupo das toxinas do tipo AB, contendo uma 
subunidade A e cinco subunidades B (O'BRIEN; HOLMES, 1987, CALDERWOOD et 
ai., 1987; SCHMITI; MEYSICK; O'BRIEN, 1999). A subunidade A, de 32 kDa, é 
composta de dois fragmentos A1 e A2, ligados através de uma ponte dissulfeto. É o 
componente ativo da toxina e é ligada de forma não covalente a cinco unidades B 
idênticas, cada uma com 7,7 kDa. As subunidades B formam uma estrutura 
importante para a ligação da toxina aos seus receptores glicolipídicos na superfície 
das células. 







FONTE: Modificado de FAN et ai. , 2000 e SANDVING; van DEURS, 2002. 
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A intera<;ao inicial das toxinas Shiga com as celulas alvo ocorre atraves de 
receptores de superficie da familia globotriaosilceramida- Gb3 (antigeno Pk), exceto 
para a variante Stx2e que liga aos receptores Gb4 (antigeno P) (LINGWOOD, 1996; 
COOLING et al., 1998). Uma vez ligadas a membrana da celula alvo, as moleculas 
de toxina sao internalizadas por endocitose mediada por receptor. 0 processo de 
internaliza<;ao provavelmente envolve a forma<;ao de vesiculas revestidas por 
clatrina como indicado na Figura 2 (SANVIG; van DEURS, 2000). 0 trafego celular 
subsequente tern maior impacto sabre os efeitos biol6gicos da toxina. Em algumas 
celulas as vesiculas se fundem com lisossomos celulares resultando na degrada~o 
da mesma. Porem em celulas sensiveis a toxina as vesiculas sao transportadas via 
complexo de Golgi ate o reticula endoplasmatico antes de serem translocadas para 
o citoplasma (SANVIG et al., 1994). Durante este processo a subunidade A e clivada 
por uma protease da membrana denominada furina liberando as subunidades A1 de 
27kDa, responsavel pela atividade enzimatica de Stx e Az, que permanecem ligadas 
por pontes dissulfeto. Essa liga<;ao e subsequentemente reduzida liberando o 
componente A1, que apresenta atividade de RNA N-glicosidase e inibe a sintese de 
proteina pela remo<;ao de uma adenina do RNAr 28S do ribossoma causando morte 
celular (PATON; PATON, 1998a). 




As toxinas Shiga ligam-se as celulas, sao endocitadas e transportadas ao Complexo de 
Golgi e em seguida ao reticula endoplasmatico quando a subunidade A e clivada 
enzimaticamente e A1 e liberada no citosol. LEGENDA: A - subunidade A da toxina; B -
subunidade B da toxina; RE- reticula endoplasmatico. FONTE: adaptado de SANVING; 
van DEURS, 2002. 
Os genes para as subunidades A e B constituem um operon, com o gene 
que codifica para a subunidade A localizado à montante do gene da subunidade B. 
A seqüência de nucleotídeos de stx-i apresenta alta homologia (>99%) com stx de 
Shigella dysenteriae tipo 1, apresentando 3 substituições de nucleotídeos no gene 
que codifica a subunidade A de stx1t das quais apenas uma resultou na substituição 
de aminoácido. Os genes six? e stx2 apresentam 58% de homologia na seqüência de 
nucleotídeos e 56% na seqüência deduzida de aminoácidos (CALDERWOOD et al., 
1987; JACKSON et al., 1987; STROCKBINE et al., 1988). 
Substituições de nucleotídeos encontradas nas seqüências de six? e stx2 em 
algumas estirpes de STEC levaram a descrição de formas variantes destes genes. O 
grupo da toxina Stx2 é altamente heterogêneo, com 26 variantes já descritas 
(NAKAO et al., 2002). Compreende além de Stx2 variantes como Stx2v, Stx2va, 
Stx2-OX3, Stx2e, Stx2d-Ount, Stx2c, Stx2d, Stx2f e Stx2g (WEINSTEIN et al., 1988; 
GANNON et al., 1990; SCHMITT; MCKEE; O'BRIEN, 1991; PATON; PATON; 
MANNING, 1993; FRANKE et al., 1995; PIÉRARD et al., 1998; FÜRST et al., 2000; 
SCHMIDT et al., 2000; LEUNG et al., 2003). 
No grupo das toxinas Stx1 também foram descritas variantes como Stx1 CB, 
Stx1 048, Stxlc e Stxld (PATON et al., 1993a; PATON; BEUTIN; PATON, 1995; 
ZHANG et al., 2002; BÜRK et al., 2003). Diferenças numéricas nas seqüências de 
Stx1, Stx2 e respectivas variantes estão indicadas na Tabela 1. 
FIGURA 3 - ESTRUTURA DO OPERON stx 
Promotor 
FONTE: Adaptado de WAGNER; WALDOR, 2002. 
TABELA 1- SIMILARIDADE NA SEQÜÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS 
DOS VARIANTES DE sfxf E stx2 
Gene Fonte Seqüência de 
nucleotídeos (%) 
Seqüência deduzida 
de aminoácidos (%) 
Subunidade Subunidade Subunidade Subunidade 
A B A B 
StXi 100 100 100 100 
StXic/StXwX3 Zhang et al., 2002 e 
Patonetal., 1995 
96,8 95,2 97,1 96,6 
stx1d Biirk et al., 2003 91,9 90,7 92,4 92,1 
SÍX1048 Patonetal., 1995 99,6 99,6 99,4 100 
StX1CB Patonetal., 1995 99,5 100 99,4 100 
StX1PH Patonetal., 1993a 99,5 100 99,4 100 
StX2 100 100 100 100 
StX2048 * 99,5 99,3 99,7 98,9 
StX20X3b 
* 99,3 95,6 99,4 96,6 
StX2ent 
* 99,2 99,6 99,1 98,9 
stx2c 
* 99,6 95,9 100 96,6 
StX2cf 
* 98,4 96,3 98,1 96,6 
StX2d Gobius et al., 2003 99,1 95,9 99,0 96,6 
StX2d-0111 * 95,9 87,0 95,3 86,5 
StX2d-Ount 
* 93,8 84,4 93,8 86,5 
StX2d-OX3a 
* 96,0 84,1 95,6 85,4 
stx2e 
* 94,2 82,6 94,1 85,4 
stx2e * 94,3 82,6 94,1 85,4 
StX2era 
* 93,8 82,2 93,1 84,3 
StX2f * 67,5 78,5 69,7 80,9 
StX2g Leung et al., 2003 94,8 91,7 96,8 95,9 
StX 2v * 94,3 82,6 93,1 85,4 
StX2va 
* 68,2 78,9 69,1 80,9 
StX2vha 
* 99,1 95,9 99,1 96,6 
StX2vhb * 99,1 95,9 99,1 95,5 
StXzvhc 
* 99,2 96,3 99,1 96,6 
StX2vhc 
* 99,2 96,3 99,4 96,6 
StX2vhd 
* 99,1 95,9 99,7 96,6 
AB017524 * 99,1 95,9 99,7 96,6 
AB012101 * 93,9 87,0 93,8 88,8 
AB012102 * 93,6 86,7 93,1 88,8 
X81415 * 94,1 82,6 93,4 85,4 
X81416 * 94,3 82,6 93,8 85,4 
X81417 * 94,1 82,6 93,8 85,4 
X81418 * 93,8 83,0 93,4 85,4 
*dados adaptados de NAKAO et al., 2002. 
A produção destas toxinas é essencial para muitas das características 
patológicas da infecção sendo os principais fatores de virulência associados com 
colite hemorrágica e SHU (BOERLIN et al., 1999). A presença de Stx1 ou Stx2 está 
diretamente relacionada à severidade da doença e em geral, quadros clínicos mais 
graves têm sido relacionados com infecções causadas por STEC que expressam 
Stx2 (RÜSSMANN et al., 1994; BOERLIN et al., 1999; HESS; LIESKE; WEBER, 
1999; DONOHUE-ROLFE et al., 2000; WERBER et al., 2003). 
A presença dos genes stx também foi relatada em algumas estirpes de 
Vibrio cholerae 01 e não-01, Vibrio parahaemolyticus (O'BRIEN et al., 1984), 
Citrobacter freundii (SCHMIDT et al., 1993; TSCHÀPE et al., 1995), Shigella sonnei 
(KEENE et al., 1994; BEUTIN; STRAUCH; FISCHER, 1999) e Enterobacter cloacae 
(PATON; PATON, 1996). Foi verificada grande instabilidade destes genes em 
Enterobacter e Citrobacter (TSCHÀPE etal., 1995; PATON; PATON, 1997). 
2.2.2 Proteínas de adesão 
A adesão dos organismos patogênicos aos tecidos do hospedeiro é o 
primeiro estágio no processo da doença infecciosa. A compreensão desse 
mecanismo de interação patógeno-hospedeiro pode ajudar a identificar novos alvos 
para terapia e estabelecer os efeitos que a adesão desencadeia sobre a célula sobre 
a qual aderiu. Embora dados substanciais tenham sido acumulados sobre a 
patogenicidade das STEC nos últimos anos, poucas informações estão disponíveis 
sobre os mecanismos de adesão utilizados por esses organismos. 
2.2.2.1 Intimina 
A intimina é produto do gene eaeA, localizado em uma ilha de 
patogenicidade denominada LEE (locus for enterocyte effacement), descrito 
inicialmente no cromosomo de EPEC e pouco tempo depois na estirpe 0157 de 
STEC. Além de eaeA, essa região contém outros genes associados com virulência e 
alguns de função ainda desconhecida (MCDANIEL et al., 1995; PERNA et al., 1998). 
Algumas estirpes de STEC produzem a intimina o que as torna capazes de 
aderir fortemente aos enterócitos. Esse processo culmina com a formação de lesões 
do tipo A/E (attaching and effacing) nos enterócitos, caracterizadas por mudanças na 
estrutura da célula, degeneração das microvilosidades e a íntima adesão da bactéria 
à superfície intestinal. Abaixo do sítio de adesão, ocorre acúmulo de componentes 
do citoesqueleto, resultando na formação de estruturas em pedestal (MCDANIEL et 
al., 1995; FRANKEL et al., 1998). A presença simultânea de eae e stx2 tem sido 
associada com doença severa (BOERLIN et al., 1999; WERBER et al., 2003) 
2.2.2.2 Saa 
A adesina Saa (STEC autoagglutinating adhesin) foi caracterizada 
recentemente na estirpe 0113:H21 98NK2 isolada de um surto de SHU. Essa 
bactéria não contém a ilha de patogenicidade LEE. O gene saa foi localizado em um 
megaplasmídeo, cuja eliminação resultou na redução da aderência da bactéria. 
Aliado a isso, foi verificado que a presença de saa provocou o aumento da aderência 
de E. coli JM109 às células HEp-2. Homólogos de saa também foram descritos em 
outras estirpes de STEC LEE negativas, isoladas de casos SHU ou diarréia, mas em 
nenhuma das portadoras da ilha de patogenicidade LEE analisadas (PATON et al., 
2001; JENKINS et al., 2003). 
2.2.2.3 Outras proteínas de adesão 
Recentemente outros genes associados com adesão foram descritos em 
estirpes de STEC, entre eles o gene iha (IrgA homologue adhesin). A proteína lha 
foi isolada de E. coli 0157:H7 e é estruturalmente diferente de outras adesinas 
conhecidas, lha é uma proteína de membrana externa cujos domínios são voltados 
para o exterior da célula. O seu papel na patogênese de E. coli 0157:H7 ainda não 
foi definido mas ela conferiu fenótipo de aderência para estirpes de E. coli que não 
apresentam essa característica (TARR et al., 2000). 
Outra proteína de membrana externa de E. coli 0157:H7, OmpA, também foi 
associada com aderência às células HeLa, além de vários fatores que atuariam no 
controle do processo de adesão (TORRES; KAPER, 2003). Recentemente também 
foi associado com o processo de adesão, o operon IpfABCCDE identificado em 
outra região do cromossomo de E. coli 0157:H7. Quando introduzido em uma 
estirpe não-fimbriada de E. coli levou à produção de fímbrias e aderência em cultivos 
celulares. Foi proposto que estas fímbrias participam na interação entre E. coli 
0157:H7 e as células eucarióticas auxiliando na formação de microcolônias 
(TORRES et al., 2002). 
Genes Ipf isolados da estirpe 0113:H21 e encontrados em outras estirpes 
de STEC, LEE positivas ou negativas, também foram implicados no processo de 
adesão (DOUGHTY et al., 2002). 
2.2.3 Fatores de virulência acessórios 
Além das toxinas Shiga e da ilha de patogenicidade LEE que estão 
associados com a patogenicidade das STEC, plasmídeos de virulência também 
podem afetar as propriedades desse grupo de patógenos. O plasmídeo p0157, de 
92 kb, é encontrado na maioria das estirpes 0157:H7 de STEC e contém vários 
genes associados com virulência (BURLAND et al., 1998). 
A produção de enterohemolisinas pelas STEC, por exemplo, está associada 
com o plasmídeo p0157. Essa característica é codificada pelo gene hlyA e tem sido 
associada com maior severidade da doença, mas a maneira como contribui para a 
patogênese da STEC ainda não é bem compreendida. Uma possibilidade é que a 
hemoglobina liberada por sua ação sobre os eritrócitos sirva como fonte de ferro, 
estimulando o crescimento desse patógeno no intestino (KARCH; SCHMIDT; 
BRUNDER, 1998; NATARO; KAPER, 1998). 
Outros prováveis genes de virulência encontrados no p0157 incluem os que 
codificam para a enzima bifuncional catalase peroxidase KatP e para a serina 
protease EspP. A produção da EspP foi relacionada com a exacerbação da 
hemorragia, já que ela é capaz de clivar o fator de coagulação V in vitro (KARCH; 
SCHMIDT; BRUNDER, 1998). 
As estirpes não-0157 freqüentemente contém megaplasmídeos que contém 
hly e outros genes de virulência acessórios. Mas ao contrário do p0157, estes 
apresentam alta variabilidade em relação à sua composição gênica (SCHMIDT; 
KARCH, 1996; BRUNDER et al., 1999). 
Um outro fator, de origem cromossomal, que pode contribuir para a 
patogênese da diarréia aquosa verificada nos estágios iniciais da infecção, é a 
produção de uma enterotoxina estável ao calor denominada EAST1 que 
provavelmente atua na secreção intestinal de água e eletrólitos agindo sobre o 
modulador fisiológico de sinalização intracelular cGMP (FASANO, 1997). 
Além da capacidade de aderir às células do epitélio intestinal e colonizar o 
intestino humano, a resistência ao pH ácido do estômago também é uma 
característica importante para a virulência das STEC, pois permite que estes 
organismos sejam capazes de desencadear doença mesmo quando presentes em 
baixo número no alimento contaminado. Essa característica de resistir ao pH ácido 
foi relacionada à introdução de ração rica em grãos na alimentação do gado, o que é 
responsável por baixar o pH do cólon devido aos ácidos produzidos na fermentação. 
Nesses animais as STEC acabam adquirindo resistência aos ácidos além de serem 
encontradas em maior quantidade (COUZIN, 1998; DIEZ-GONZALEZ et al., 1998). 
2.3 Fontes de transmissão 
As STEC são encontradas no intestino de animais aparentemente 
saudáveis, principalmente no gado bovino, e nos ambientes onde estes são 
mantidos (KNIGHT, 1993; FENG, 1995; WHO, 1998). A colonização do trato 
intestinal do gado bovino pelas STEC e o contato acidental da carne com o conteúdo 
intestinal do animal durante o abate provavelmente é responsável pela disseminação 
da bactéria (SALYERS; WHITT, 1994). 
Os casos de infecção por STEC geralmente estão associados com o 
consumo de carne mal cozida, leite não pasteurizado e derivados contaminados. 
Consumo de água, vegetais frescos e produtos de origem vegetal industrialmente 
processados como sucos, maionese e iogurtes contaminados com STEC também 
foram implicados nos surtos. A associação com alimentos industrializados sugere 
que os avanços tecnológicos na indústria de processamento de alimentos 
eventualmente acabam contribuindo para a disseminação dessas doenças, como 
ocorre na produção em massa de hambúrgueres, sucos e outros, onde pequenas 
quantidades do alimento contendo STEC acabam contaminando porções maiores do 
produto final (BERKELMAN, 1997). A resistência das STEC às condições 
desfavoráveis do meio e a baixa dose de infectividade também são fatores que 
contribuem para a sua habilidade em causar doenças veiculadas por alimentos 
(DIEZ-GONZALEZ et al., 1998). 
A transmissão pessoa a pessoa também foi documentada (GILLIGAN et al., 
1992; BESSER et al., 1993; FENG, 1995; WHO, 1998). 
2.4 Manifestações clínicas da infecção por STEC 
As STEC estão associadas com um amplo espectro de doenças, que inclui 
síndrome díarréica não complicada, geralmente com cólicas abdominais e sem febre 
ou febre em baixo grau, colite hemorrágica e SHU. Outras manifestações clínicas 
como púrpura trombocitopênica trombótica (TTP), ataxia, convulsões e morte podem 
advir da infecção por STEC (TZIPORI; CHOW; POWELL, 1988; GILLIGAN et al., 
1992; RICOTTI et al., 1994; KUNTZ; KUNTZ, 1999; GOLDMAN; BENNETT, 2000). 
Também foram descritos alguns casos de infecções do trato urinário, seguidos ou 
não de SHU, causados pelos sorotipos 017:H18, 0103:H2, 0145:H28 e OX3:H2 de 
STEC (TARR et al., 1996; EKLUND; SCHEUTZ; SIITONEN, 2001). 
2.4.1 Colite hemorrágica e síndrome hemolítico-urêmica 
A colite hemorrágica se apresenta tipicamente com cólicas abdominais e 
diarréia aquosa seguida por emissões hemorrágicas, está presente em 35 a 90% 
dos casos de infecção por STEC (JOHNSON; LIOR; BEZANSON, 1983; KARMALI 
et al., 1983a; 1983b; O'BRIEN et al., 1983; GILLIGAN et al., 1992). Complicações 
podem ocorrer em pacientes de qualquer faixa etária e aproximadamente 10% dos 
afetados com diarréia e colite hemorrágica desenvolvem a SHU (WHO, 1998), mas 
nem todos os casos de SHU são precedidos por diarréia (RONDEAU; PERALDI, 
1996). 
A SHU é caracterizada pelo desenvolvimento de anemia hemolítica 
microangiopática, trombocitopenia, insuficiência renal e manifestações do sistema 
nervoso central. Essas manifestações têm início brusco e ocorrem tipicamente uma 
semana depois do aparecimento da diarréia sanguinolenta (GILLIGAN et al., 1992), 
oligúria grave, edema, hematúria, e em alguns pacientes, alterações neurológicas 
proeminentes. A hipertensão está presente em 50% dos pacientes (ROBBINS et al., 
1996). 
A SHU pode afetar pessoas de todas as faixas etárias, mas crianças e 
idosos parecem ser mais suscetíveis o que pode ser conseqüência da imaturidade 
do sistema imune das crianças e do declínio da função deste nos idosos (CARTER 
et al., 1987; PAVIA et al., 1990; GILLIGAN et al., 1992; ROBBINS et al., 1996). A 
SHU é a principal causa de insuficiência renal aguda em crianças. Com o 
aperfeiçoamento das técnicas de diálise renal e de suporte clínico, a mortalidade 
associada à SHU foi reduzida de 50% para menos de 10% nas duas últimas 
décadas. Cerca de 30% dos sobreviventes desenvolve seqüelas permanentes que 
incluem insuficiência renal crônica, hipertensão e deficiências neurológicas causadas 
pela infecção por STEC (ROBBINS et al., 1996; PATON; PATON, 1998a). 
A TTP pode apresentar-se como uma variação da SHU que ocorre mais 
comumente em adultos. Inclui todas as características da SHU, embora o dano renal 
seja menos severo e o envolvimento neurológico mais proeminente. Outros 
mecanismos patológicos provavelmente estão envolvidos, uma vez que nem todas 
as mortes de pacientes infectados com STEC são explicadas por complicações 
como a TTP ou SHU (GRIFFIN; BOYCE, 1998; PATON; PATON, 1998a). 
Ainda não há tratamento efetivo ou profilaxia disponível para as infecções 
causadas por STEC. Alternativas promissoras são a terapia com anticorpos 
monoclonais para neutralizar a atividade das toxinas Stx1 e Stx2 (YAMAGAMI et al., 
2001; MUKHERJEE et al., 2002a; 2002b), e o Synsorb-Pk, um oligossacarídeo 
associado a uma matriz inerte, capaz de absorver as toxinas produzidas por STEC 
presentes no lúmen (ARMSTRONG et al., 1995). 
A administração de antibióticos aos pacientes infectados é controversa. 
Aparentemente o uso de antibióticos aumenta o risco para desenvolvimento de SHU 
por estimular a produção da toxina Shiga e torná-la mais disponível para absorção 
(KIMMITT; HARWOOD; BARER, 1999; MATSUSHIRO et al.; 1999; KIMMITT; 
HARWOOD; BARER, 2000; ZHANG et al., 2000). Também não se recomenda o uso 
de drogas antimotilidade ou opiáceos devido a sua associação com complicações e 
o prolongamento dos sintomas (CIMOLAI et al., 1990; WONG et al., 2000). 
Como não há tratamento específico, as medidas preventivas baseadas na 
compreensão da epidemiologia das infecções por STEC são necessárias. Essas 
dependem da disponibilidade de procedimentos rápidos, sensíveis e simples para a 
detecção de STEC em amostras humanas e alimentos (KARCH et al., 1999). 
2.5 Patogênese da infecção 
Após a ingestão, as STEC mesmo em pequenas quantidades são capazes 
de sobreviver ao ambiente desfavorável do estômago, aderir aos enterócitos através 
de fímbrias e então, se ligar mais firmemente através das proteínas de adesão como 
intimina e lha, e competir com os microorganismos para estabelecer a colonização 
intestinal (TSCHÂPE; FRUTH, 2001). O período de incubação pode variar de 1 a 10 
dias (GILLIGAN et al., 1992; TARR, 1998). 
As STEC não são invasivas, ligam-se à mucosa do intestino e ativam 
mecanismos de defesa do hospedeiro induzindo inflamação intestinal. A secreção de 
toxinas na luz intestinal pode ter algum papel na inibição do crescimento da flora 
comensal além de estimular a liberação de citocinas pró-inflamatórias dos 
macrófagos amplificando potencialmente a inflamação intestinal induzida pela 
bactéria (O'LOUGHLIN; ROBINS-BROWNE, 2001). 
A ligação da toxina aos receptores Gb3 desencadeia a captação e transporte 
ao retículo endoplasmático levando à translocação da subunidade A ao citoplasma 
onde provoca a inibição da síntese de proteínas. Stx também ativa processos 
celulares que culminam com a apoptose em células epiteliais e endoteliais. 
A patofisiologia da lesão gastrointestinal e a evolução da doença de 
gastroenterite à SHU são processos complexos, ainda não completamente 
esclarecidos, e envolvem fatores bacterianos e do hospedeiro, além do papel 
desempenhado pelas toxinas (O'LOUGHLIN; ROBINS-BROWNE, 2001). 
A diarréia pode ser decorrente da ligação das toxinas Shiga às células 
epiteliais absortivas maduras com a conseqüente morte celular e inibição da 
absorção do conteúdo intestinal (O'BRIEN; HOLMES, 1987). 
A translocação da toxina produzida no lúmen intestinal para os tecidos 
adjacentes e então para a corrente sangüínea pode ocorrer através das células 
epiteliais, da lesão da mucosa causada pelos efeitos diretos da toxina, bem como da 
intimina sobre as junções gap em células epiteliais adjacentes (ACHESON et al., 
1996). A inflamação intestinal torna a barreira mucosa mais permeável o que pode 
aumentar a captação das toxinas. As toxinas circulantes ligam-se aos receptores das 
células endoteliais e macrófagos, provocando lesões nas células endoteliais, 
aumento da aderência dos leucócitos ao endotélio e o início de um ciclo que ativa 
elementos pró-trombóticos levando a trombose em vasos pequenos e médios. A 
toxicidade é aumentada pela liberação local e sistêmica de mediadores inflamatórios 
como TNF-a, que aumenta a expressão dos receptores Gb3 aumentando a ligação 
das toxinas às células sensíveis. O infarto da mucosa intestinal produz sangramento 
no intestino e diarréia hemorrágica. 
As toxinas circulantes danificam órgãos, como rins e cérebro, ligando-se às 
células endoteliais e induzindo microangiopatia trombótica. O depósito de fibrina na 
microcirculação produz dano mecânico nos eritrócitos resultando em anemia 
hemolítica, enquanto que a trombose disseminada nos vasos pequenos causa 
trombocitopenia (0'L0UGHLIN; ROBINS-BROWNE, 2001). 
2.6 Diagnóstico laboratorial das infecções causadas por STEC 
O diagnóstico laboratorial das infecções causadas por STEC é dificultado 
pelo rápido declínio do número de microorganismos excretados nas fezes poucos 
dias após o início dos sintomas gastrointestinais e pela diversidade bioquímica e 
sorológica desse grupo de bactérias (KARCH et al., 1999). 
2.6.1 Métodos microbiológicos 
Como a 0157:H7 foi a primeira STEC identificada, suas características de 
ausência de fermentação do sorbitol em 24 horas e ausência de produção de (5-
glucuronidase, foram utilizadas para diferenciá-la das demais estirpes de E. coli. O 
primeiro meio de cultura utilizado para o diagnóstico da 0157 foi o ágar MacConkey 
Sorbitol, onde essa bactéria cresce formando colônias incolores - distintas da 
maioria das outras estirpes de E. coli que formam colônias avermelhadas. As 
colônias incolores devem ser analisadas frente ao antisoro anti-0157 e capacidade 
de produzir toxina Shiga, uma vez que outros organismos como Proteus, 
Providencia, Hafnia, Enterobacter e Escherichia hermannii também não fermentam o 
sorbitol e a última compartilha epítopos comuns com o antígeno 0157 (GILLIGAN et 
al., 1992; STROCKBINE et al., 1998; KARCH et al., 1999; KONEMAN et al., 1997; 
BOPP et al., 1999). É um meio de cultura ainda amplamente utilizado nos 
laboratórios. 
Variantes desse meio de cultura como o ágar MacConkey Sorbitol acrescido 
de cefixime e ramnose ou telurito foram desenvolvidos visando tornar o meio mais 
seletivo para as STEC 0157 (DE BOER; HEUVELINK, 2000) mas aparentemente 
seu uso não apresentou vantagens sobre o meio original (STROCKBINE et al., 
1998). 
Com a descrição da existência de mais de 100 sorotipos diferentes de STEC 
capazes de provocar doença e a emergência de variantes fenotípicas do sorotipo 
0157:H7 capazes de fermentar o sorbitol (FRATAMICO; BUCHANAN; COOKE, 
1993; OJEDA et al., 1995; WHO 1998), a detecção dessas bactérias baseada 
apenas nos métodos microbiológicos tradicionais tornou-se praticamente inviável, 
uma vez que o diagnóstico microbiológico das STEC não-0157 é complicado pela 
ausência de propriedades bioquímicas que permitam diferenciá-las das estirpes de 
E. coli da microbiota intestinal, e pela grande diversidade de sorotipos. Outro fator 
relevante é que a caracterização do sorogrupo não indica necessariamente que o 
organismo produz as toxinas Shiga (KARCH et al., 1999; FENG, 1995; FEY et al., 
2000). 
A inabilidade da STEC 0157 em produzir (3-glucuronidase foi utilizada no 
desenvolvimento de meios cromogênicos como o ágar Rainbow, mas aparentemente 
o meio não teve um bom desempenho requerendo testes adicionais para a detecção 
e identificação das STEC (KEHL, 2002). 
Outros métodos para o diagnóstico das infecções causadas por STEC 
incluem ensaios biológicos, imunológicos ou moleculares. 
2.6.2 Ensaios biológicos 
As toxinas Shiga produzem efeitos citopáticos característicos em células 
Vero e HeLa. Os ensaios que incorporam a neutralização da atividade citotóxica com 
anticorpos toxina-específicos são métodos sensíveis e específicos para o 
diagnóstico das infecções causadas por STEC. A descrição de formas variantes de 
Stx2 que apresentam atividade reduzida ou ausente sobre células HeLa tornou as 
células Vero a linhagem de escolha para o diagnóstico de STEC. Embora essa 
linhagem seja sensível às toxinas descritas, elas variam na sensibilidade às formas 
variantes de Stx2 (STROCKBINE et al., 1998; KARCH et al., 1999). Esse método 
pode ser aplicado a filtrados de fezes, extratos de cultivos, colônias isoladas. É 
bastante sensível, mas demorado, trabalhoso e requer cultivo celular o que o torna 
pouco prático para os laboratórios de rotina (KARCH et al., 1999). 
2.6.3 Ensaios imunológicos 
Os métodos mais freqüentemente utilizados para a detecção de STEC 
incluem a separação imunomagnética e imunoensaios enzimáticos. 
A separação imunomagnética é uma técnica de concentração e separação 
baseada em imunocaptura, inclui a ligação imunológica (captura) seguida pela 
separação física dos organismos alvo a partir de uma cultura mista resultando na 
concentração dos organismos pesquisados. As amostras são misturadas com 
partículas recobertas com anticorpos para 0157. Os organismos que apresentam o 
antígeno 0157 se ligam às partículas imunomagnéticas que são separadas através 
de um campo magnético, lavadas e plaqueadas em meio de cultura (DE BOER; 
HEUVELINK, 2000). É um método caro e sensível para o isolamento de E. coli 
0157, mas não detecta as STEC não-0157 (KARCH et al., 1996). 
Vários imunoensaios enzimáticos para a detecção de Stx foram descritos. 
São fáceis de realizar, não requerem equipamento especializado, mas apresentam 
custo elevado. Freqüentemente são utilizados extratos de culturas puras incubadas 
em presença de polimixina B, uma vez que parte das toxinas está associada às 
células. O kit Premier EHEC, da Meridian Diagnostics, pode ser aplicado diretamente 
ao material fecal ou a cultura em caldo. Utiliza anticorpos monoclonais anti-Stxl e 
anti-Stx2 para capturar as toxinas e anticorpo policlonal anti toxinas Stx1 e Stx2 
marcados com peroxidase para detetar a toxina ligada. Parece ser sensível e 
específico, mas não é capaz de detectar a variante Stx2e e produz falsos-positivos 
com Pseudomonas aeruginosa (STROCKBINE et al., 1998; KEHL, 2002). 
Outro ensaio imunológico é a aglutinação passiva reversa empregada no kit 
VTEC-Screen, produzido pela Denka Seiken. Emprega tratamento dos isolados com 
polimixina B para liberar as toxinas e caolin para remover reações inespecíficas. É 
realizado com culturas. É sensível e específico para Stx1 e Stx2, mas reage 
fracamente ou não reage com variantes de Stx2 como Stx2d-Ount, Stx2e e Stx2ev 
(BEUTIN; ZIMMERMANN; GLEIER, 2002). 
Apesar dessas limitações esses ensaios podem detectar estirpes de STEC 
de outros sorogrupos além do 0157, o que os torna vantajosos sobre o ágar 
MacConkey Sorbitol. 
2.6.4 Ensaios moleculares 
Ensaios baseados na hibridização de colônias e na Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) foram desenvolvidos para o diagnóstico de STEC embora não 
estejam comercialmente disponíveis. Os primeiros baseiam-se na utilização de 
sondas para os genes stx ou outros genes de virulência, e têm sido utilizados para 
detectar e isolar STEC de culturas mistas de fezes ou colônias isoladas (WILLSHAW 
et al., 1987). São eficientes, mas trabalhosos, e inadequados à rotina laboratorial. 
A PCR é o método molecular mais utilizado para a triagem de amostras 
clínicas para STEC. Os métodos de triagem e isolamento devem ser baseados na 
detecção dos genes que codificam as toxinas Shiga, única característica comum a 
todas as STEC. As vantagens da PCR incluem a especificidade, sensibilidade e 
rapidez na execução em relação aos métodos tradicionais (GILLIGAN et al., 1992; 
KARCH et al., 1999; TANG; PERSING, 1999). 
Os protocolos para a detecção dos genes stx são baseados em duas 
estratégias diferentes. Uma utiliza um único par de iniciadores para amplificar a 
seqüência localizada entre as regiões conservadas dos genes stx (LIN et al., 1993, 
citado em BASTIAN; CARLE; GRIMONT, 19981; PATON et al., 1993b). Estes 
protocolos permitem a detecção de todos os genes stx em uma única reação. A 
outra abordagem utiliza diferentes pares de iniciadores para amplificar as 
seqüências específicas para stx-,, stx2 e seus variantes (OLSVICK; STROCKBINE, 
1993). A PCR pode ser realizada com extratos brutos de culturas de fezes, extratos 
de colônias isoladas, ou diretamente de extratos fecais - que podem afetar o 
resultado do ensaio pela presença de inibidores da Taq DNA polimerase 
(GREENFIELD; WHITE, 1993; MONTEIRO etal., 1997). 
2.7 STEC no Brasil 
No Brasil a incidência das doenças provocadas por estirpes de STEC é 
desconhecida. Estudos realizados na década de 90 sobre agentes causadores de 
diarréia ainda não incluíam a STEC (ANDRADE; MOREIRA; FAGUNDES-NETO, 
2000). Embora atualmente alguns laboratórios de análises clínicas tenham 
incorporado à sua rotina o ágar MacConkey Sorbitol sabe-se que esse meio 
apresenta baixa sensibilidade para a detecção de STEC (KEHL, 2002). 
Apesar desse panorama, a presença de STEC no país tem sido relatada por 
alguns pesquisadores. Estirpes de STEC já foram isoladas em rebanhos bovinos 
1 BASTIAN, S.N.; CARLE, I.; GRIMONT, F. Comparison of 14 PCR systems for the detection and subtyping of 
stx genes in Shiga-toxin-producing Escherichia coli. Res. Microbiol., v. 149, p. 457-472, 1998. 
aparentemente saudáveis (CERQUEIRA et al., 1999; SILVA, 2002), com alta 
prevalência (CERQUEIRA et al., 1999; FARAH et al., 2003; IRINO et al., 2003). 
Embora o sorotipo 0157:H7 tenha sido isolado, o predomínio é das STEC não-
0157, sendo os sorotipos mais freqüentes 0113.H21, 079.H14, 098.H17, 088.H25, 
077:H18 e 082:H8 (FARAH et al., 2003; IRINO et al., 2003; GUTH et al., 2003b). 
Considerando as infecções causadas por STEC em humanos, o primeiro 
relato de STEC isolada de um caso de SHU foi feito por GUTH e colaboradores 
(2002b), que identificaram uma estirpe de E. coli sorotipo 026:H11 produtora de 
Stx1, entero-hemolisina e intimina. Mas aparentemente casos de SHU não são 
comuns no país. Também não há relatos de surtos associados com STEC e os 
isolados têm sido identificados em casos esporádicos de diarréia ou diarréia 
hemorrágica. No Rio Grande do Sul o sorotipo 091:H21 foi isolado de uma criança 
com diarréia (CANTARELLI et al., 2000), outras estirpes de STEC foram isoladas no 
estado de São Paulo e pertenciam aos seguintes sorotipos: 0111:NM (10 estirpes), 
0111:H8 (7 estirpes), 0111:H11, 026:H11, 055:H6, 0119:H6 (IRINO et al., 2000); 
0157:H7 (3 estirpes; IRINO et al., 2002), 077:H18, 0103:H2 (3 estirpes), 0118:H16 
e ONT.H2 (GUTH et al., 2003b). 
2.8 Objetivos 
2.8.1 Objetivo geral 
Detectar a presença de STEC em amostras de fezes de crianças com 
diarréia e caracterizá-las a nível molecular. 
2.8.2 Objetivos específicos 
Estabelecer um protocolo de PCR custo efetivo para a triagem de amostras 
fecais quanto à presença de STEC. 
Isolar e caracterizar bioquimicamente as estirpes de STEC. 
Pesquisar os genes de virulência síx?, stx2, hlyA, eaeA nas estirpes de 
STEC. 
Estimar a incidência de STEC na população analisada. 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Amostra 
3.1.1 Descrição da amostra 
Durante o período de outubro de 2002 a novembro de 2003 foram 
analisadas 306 amostras de fezes de crianças com diarréia, procedentes de 
Almirante Tamandaré, Araucária, Curitiba, Colombo, Enéas Marques, Lapa, 
Campina Grande do Sul, Campo Largo, Paranaguá, Piraquara, Rio Branco do Sul, 
São José dos Pinhais, Umuarama e Telêmaco Borba. Também foram analisadas 25 
amostras de fezes de crianças, procedentes das mesmas localidades, que não 
apresentavam diarréia, as quais foram consideradas como o grupo controle 
saudável. 
A idade da população estudada variou de 24 dias a 14 anos. 
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 
Humanos do Hospital de Clínicas - UFPR sob o número 062EXT016/2002-10 
(Anexo 1). 
3.1.2 Coleta e transporte 
As amostras de fezes analisadas nesse estudo foram obtidas nos seguintes 
hospitais e laboratórios de Curitiba: Laboratório Central do Estado (LACEN), Hospital 
de Clínicas da UFPR (HC), Hormocentro, Laboratório Caboracy Kosop, Laboratório 
do Hospital Pequeno Príncipe (LHPP), Champagnat Laboratório de Análises Clínicas 
e Laboratório de Parasitologia da UFPR. 
O procedimento utilizado para coleta e transporte das amostras foi realizado 
de acordo com LEW e colaboradores (1990), com exceção das amostras 
provenientes do Laboratório de Parasitologia da UFPR. As amostras foram coletadas 
e transportadas em frascos estéreis contendo meio de transporte Cary-Blair e 
mantidas à temperatura ambiente até o momento da inoculação. Em caso de 
demora superior a 4 horas, as amostras foram refrigeradas até o momento da 
cultura. 
As amostras obtidas no Laboratório de Parasitologia da UFPR foram 
coletadas em frascos limpos e secos e transportadas sob refrigeração. O intervalo 
entre a coleta dessas amostras e a cultura variou de 24 a 96 horas. 
3.2 Bactérias utilizadas como controles 
As características relevantes e a procedência das bactérias utilizadas como 
controles estão indicadas na Tabela 2. Um estoque dessas bactérias foi mantido em 
TSB/glicerol 50% a -20°C. 
TABELA 2 - BACTÉRIAS UTILIZADAS COMO CONTROLES 
Organismo Genótipo Procedência 
STEC 0157:H7 s£xí+ , stx2+, eaeA+ IAL1 
STEC 0111:H8 stxS, eaeA+, hlyA* IAL 
STEC 0157:H7 stx2+, eaeA+ IAL 
STEC 0157 stx2+, eaeA+, hlyA+ LACEN2 
E. hermannii stx~ IAL 
E. coli ATCC 25922 stx~ adquirida 
comercialmente 
1 Instituto Adolfo Lutz - SP 
2 Laboratório Central do Estado - PR, estirpe isolada de bovinos 
3.3 Reagentes 
Os reativos empregados neste trabalho estão listados no Anexo 2. 
3.4 Condições de Cultivo 
Exceto quando descrito de outro modo, as culturas de fezes e dos 
organismos controle foram realizadas em ágar MacConkey e incubadas por 18 a 24 
horas a 36 ± 1°C. 
3.5 Extração de DNA 
Três metodologias de extração de DNA foram inicialmente utilizadas visando 
selecionar a mais adequada para estabelecer o protocolo de triagem para STEC. A 
performance das metodologias de extração foi verificada empregando os respectivos 
produtos na PCR utilizando como alvo os genes stxi e stX2. 
Foram empregados nesse estudo comparativo, amostras fecais de indivíduos 
saudáveis. Alíquotas dessas amostras foram artificialmente contaminadas com 
STEC e processadas pelas três metodologias de extração de DNA descritas abaixo. 
3.5.1 Extração de DNA genômico segundo PATON 
As amostras fecais foram inoculadas em TSB e incubadas por quatro a 18h, 
dependendo do horário do recebimento da amostra, a 36 ± 1°C. Uma alíquota de 
1ml_ de cada cultura foi centrifugada a 14000rpm durante 1min, e o precipitado 
ressuspenso em Tris-HCI 50mM pH 8,0, acrescido de 5jaL de lisozima 10mg/mL -
EDTA 200mM pH 8,0 e incubado por 30min a 37°C. Foram então adicionados 3|iL 
de proteinase K 20mg/mL, seguido de incubação a 65°C por 1h e então fervura por 
20min. Após o resfriamento da mistura, foram acrescidos dois volumes de etanol 
para a precipitação do DNA e o tubo foi mantido a -20°C por 30min, e então 
centrifugado a 14000rpm por 15min. O precipitado foi seco e dissolvido em 100jj.L de 
água ultra-pura estéril e mantido a -20°C até o momento do uso (PATON et al., 
1993b). 
3.5.2 Extração de DNA genômico segundo OLSVIK e STROCKBINE 
As amostras fecais foram inoculadas em ágar MacConkey ou TSA e 
incubadas em aerobiose por 18 a 24h a 36 ± 1°C. Uma porção de região primária de 
crescimento foi suspensa em 0,5mL de água destilada estéril e submetida à fervura 
por 20min para liberação do DNA. Após o resfriamento, o material foi centrifugado 
por 1min a 14000rpm e o sobrenadante transferido para outro tubo e mantido a -
20°C até o momento do uso (OLSVIK; STROCKBINE, 1993). 
3.5.3 Extração de DNA genômico segundo AUSUBEL 
As amostras fecais foram cultivadas como descrito no item 3.5.1. Uma 
alíquota de 1,5mL das culturas realizadas em TSB foram centrifugadas a 14000rpm 
por 1min. O precipitado foi ressuspenso em 567^L de tampão TE (Tris 10mM pH 
8,0; EDTA 1mM pH 8,0) e adicionado de 30^L de dodecilsulfato de sódio (SDS) a 
10% e 3|iL de proteinase K 20mg/mL. A mistura foi homogeneizada e então 
incubada durante 1h a 37°C. Após este período foram adicionados 100|j.L de NaCI 
5M e 80|il_ da solução CTAB/NACI (CTAB 10% - NaCI 0,7M) e a mistura incubada 
por 10 min a 65°C. Após este período foi adicionado igual volume de 
clorofórmio.álcool isoamílico (24:1) sendo a mistura homogeneizada e centrifugada a 
14000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual foi 
adicionado igual volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), e foi 
homogeneizado e centrifugado a 14000rpm por 5min. O sobrenadante foi transferido 
para outro tubo e adicionado de 0,6 volumes de isopropanol para precipitar o DNA. 
Após homogeneização e a centrifugação a 14000rpm durante 15min, o precipitado 
foi tratado com 1mL de etanol 70% e centrifugado a 14000rpm durante 5min. O 
sobrenadante foi desprezado, o DNA seco e então dissolvido em 100(iL de água 
ultra-pura estéril e mantido a -20°C até o momento do uso (AUSUBEL et al., 1999). 
3.6 PCR 
3.6.1 PCR para triagem de STEC através da amplificação dos genes stx 
As condições para a realização da PCR foram estabelecidas seguindo as 
recomendações de DIAFFENBACH e DVEKSLER (1995). A seqüência dos 
oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a detecção de STEC foi determinada 
através da captura das seqüências dos genes stx disponíveis no banco de dados 
GenBank - (http://www.ncbi.nlm.nih.aov/Genbank/index.htmn e do alinhamento das 
mesmas empregando-se o programa Clustal X 1.8 (JEANMOUGIN, 1998). 
Nas reações de PCR foram utilizados: um controle positivo (DNA extraído da 
E. coli 0157:H7), um controle negativo (DNA extraído da E. coli ATCC 25922) e um 
tubo contendo todos os reativos menos DNA. As reações de amplificação foram 
realizadas em Termociclador Hybaid OmniGene 
3.6.2 PCR Multiplex para amplificação dos genes stxi, stx2, eaeA e hlyA 
As estirpes de STEC isoladas neste trabalho foram analisadas quanto à 
presença dos genes de virulência stx1t stx2, eaeA e hlyA através do protocolo de 
PCR Multiplex proposto por PATON e PATON (1998b). A seqüência dos iniciadores 
está descrita na Tabela 3. 
Quatro microlitros dos extratos de DNA obtidos como descrito no item 3.5.2 
foram utilizados para reação de PCR realizada em um volume final de 50^L. A 
mistura de reação continha 2,5U de Taq DNA Polimerase, Tampão da Taq 1X, 
MgCl2 1,5mM, 300nM de cada iniciador e dNTP 200|iM. O seguinte programa foi 
utilizado: 1 ciclo a 94°C por 5min; 10 ciclos de 94°C por 1min, 65°C por 1min e 72°C 
por 1min. Após esses ciclos a temperatura de anelamento foi reduzida em 1°C por 
ciclo até 60°C; e então foram realizados mais 20 ciclos de 94°C por 1min, 60°C por 
1min e 72°C por 1min. 
TABELA 3 - INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIFICAÇÃO 
MULTIPLEX DOS GENES DE VIRULÊNCIA 
Gene alvo/ iniciador Seqüência (5' - 3') Amplicon (pb) 
s/Xf F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC nn 
stx1 R AGAACGCCCACTGAGATCATC 
1 ou 
stx2 F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 
stx2 R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 
eaeA F GACCCGGCACAAGCATAAGC 
384 
eaeA R CCACCTGCAGCAACAAGAGG 
hlyA F GCATCATCAAGCGTACGTTCC 
534 
hlyA R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 
3.6.3 Detecção dos produtos de PCR 
A detecção dos produtos da reação de PCR foi realizada em gel de agarose 
a 2% utilizando como tampão o Tris-Borato EDTA, pH 8.0, 1X concentrado 
(SAMBROOK, FRITSCH; MANIATIS, 1989; AUSUBEL et aí., 1999). A separação 
eletroforética foi realizada em sistema de eletroforese horizontal (Horizon 58, Life 
Technologies) a 36V durante 1 hora e 30 min. Como controles de corrida foram 
utilizados os corantes azul de bromofenol e xileno cianol. Os géis foram corados em 
brometo de etídio 0,5[ig/mL, visualizados em transiluminador ultravioleta (Ultralum) e 
a imagem capturada pelo sistema Kodak Digital Science 1 D. 
3.7 Limite de detecção do protocolo para triagem de STEC 
O limite de detecção do protocolo proposto neste estudo foi avaliado 
empregando suspensões de STEC de concentrações conhecidas. Colônias de 
STEC 0157:H7 foram suspensas em 1mL de água ultra-pura estéril até obter 
turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (corresponde a 
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). A partir desta suspensão foram realizadas 
diluições seriadas, cujas concentrações foram verificadas através de cultivo em ágar 
MacConkey. Culturas de fezes em caldo também foram utilizadas e foram 
artificialmente contaminadas com concentrações conhecidas de STEC. Alíquotas de 
500|aL das suspensões ou de fezes artificialmente contaminadas com concentrações 
aproximadas de 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 101 e 10° UFC/mL de STEC, foram 
submetidas ao procedimento de extração de DNA pelo método de OLSVIK e 
STROCKBINE (1993) e posteriormente à PCR de triagem. 
3.8 Determinação da sensibilidade e especificidade do protocolo 
Foram utilizadas as estirpes de STEC descritas na Tabela 2 e E. coli ATCC 
25922, EPEC (estirpe do laboratório), Aeromonas, Acinetobacter calcoaceticus, E. 
hermannii, Shigella flexneri, Salmonella enterítidis, Salmonella cholerasuis, Proteus 
mirabilis, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
25853 e Enterococcus faecalis ATCC 29212, cultivados nas como descrito em 3.4, 
exceto para os cocos gram positivos que foram cultivados em ágar sangue. 
3.8.1 Comparação entre PCR e o ensaio de citotoxicidade para STEC 
Quarenta e três estirpes de E. coli isoladas de bovinos foram analisadas 
através do protocolo de PCR utilizado neste trabalho para avaliar a sua eficiência 
frente ao método padrão para a detecção de STEC. Essas estirpes foram 
previamente testadas no IAL quanto à produção de toxina Shiga em cultura de 
células Vero. 
3.9 Pesquisa de colônias de STEC 
Nas amostras em que ocorreu amplificação, aproximadamente 200 colônias 
isoladas, independentemente da reação de lactose, foram transferidas para uma 
placa de ágar MacConkey com regiões numeradas de 1 a 100, incubadas a 36 ± 1°C 
por 18-24 horas e submetidas à extração de DNA como descrito no item 3.5.2. 
Novas reações de PCR foram realizadas para identificar as colônias portadoras dos 
genes responsáveis pela amplificação. Essas colônias foram estocadas em 
TSB/glicerol 50% a -20°C. 
3.10 Identificação bioquímica das STEC 
As colônias de STEC isoladas foram identificadas bioquimicamente 
utilizando o sistema API 20E (BioMeriéux). 
3.11 Seqüenciamento de DNA 
Antes de proceder à reação de seqüenciamento, os produtos de PCR foram 
tratados para eliminar os iniciadores e dNTP. O produto da PCR foi transferido para 
um novo tubo e foram adicionados • do volume de acetato de amónio 7,5M e dois 
volumes de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 
14000rpm por 15min. O precipitado foi lavado uma vez com etanol 70%, seco e 
suspenso em 15jj.L de água ultra-pura estéril. Dois microlitros foram utilizados para 
eletroforese e o restante permaneceu congelado a -20°C até o momento do uso. A 
reação de seqüenciamento foi baseada no método de SANGER (SANGER; 
NICKLED; COULSON, 1977) utilizando dideoxinucleotídeos fluorescentes. A reação 
foi realizada em um volume final de 10^L contendo 10pmol do oligonucleotídeo 
iniciador específico, 3|aL do produto de PCR purificado e 4|iL do reagente para 
seqüenciamento DYEnamic ET Sequence Premix Terminator (DYEnamic ET Dye 
Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences). Foi utilizado o seguinte 
programa para a reação de seqüenciamento: 30 ciclos de 94°C por 30s, 47°C por 
30s, 60°C por 30s. O produto da reação de seqüenciamento foi tratado com 2fiL de 
acetato de amónio 7,5M e 55|iL de etanol absoluto, homogeneizado por inversão e 
centrifugado por 15min a 14000rpm. O sobrenadante foi removido e o precipitado 
lavado com etanol 70%, seco e submetido à eletroforese no Seqüenciador 
Automático de DNA modelo ABI Prism 377 DNA Sequencer da Applied Biosystems 
do Departamento de Bioquímica da UFPR. As seqüências obtidas foram analisadas 
com os programas BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), BLASTN 
(ALTSHUL et al., 1997) e CLUSTAL X (JEANMOUGIN, 1998). 
3.12 Teste de susceptibilidade aos antibióticos 
A susceptibilidade das bactérias isoladas, que apresentaram a banda de 
amplificação com os iniciadores stx, frente aos antibióticos foi determinada pelo 
método de difusão em ágar (Kirby-Bauer) de acordo com as normas do NCCLS 
(NCCLS, 2003). 
3.13 Tipagem sorológica 
As estirpes de STEC foram analisadas quanto à presença do antigeno 0157 
no LACEN. 
3.14 Imunoensaio para detecção de toxina Shiga 
As colônias positivas por PCR para genes stx foram analisadas, no LACEN, 
quanto à produção de toxina utilizando o kit comercial VTEC-Screen Seiken (Denka 
Seiken Co.). 
4 RESULTADOS 
4.1 Protocolo para triagem de STEC através da amplificação dos genes stx 
4.1.1 Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores 
O grande número de protocolos de PCR disponíveis na literatura e a 
descrição de novas variantes de toxina Shiga nos últimos anos, instigaram a procura 
de um único par de iniciadores capaz de promover a amplificação do maior número 
possível dos genes stx. A determinação da seqüência dos oligonucleotídeos 
iniciadores foi realizada conforme descrito no item 3.6.1. As seqüências escolhidas 
foram 5'-ATACAGAG(A/G)G(A/G)ATTTCGT-3' e 5'-C(C/A)TGATGATG(G/A)CAATTCAG-3\ 
A primeira foi anteriormente descrita por PATON e colaboradores (1993b), e a 
última foi modificada no presente trabalho para permitir o reconhecimento de mais 
um alelo de stx2. Os nucleotídeos entre parênteses representam bases alternativas 
adicionadas nas posições indicadas devido à variabilidade existente entre os genes 
stx. Estes iniciadores possibilitam a amplificação da região compreendida entre os 
nucleotídeos 586 a 802 da subunidade A do gene sfx* produzindo um fragmento de 
216pb, e da região compreendida entre os nucletídeos 586 a 799 da subunidade A 
do gene stx2 produzindo um fragmento de DNA de 213pb. Esses iniciadores não 
permitem a amplificação das variantes stx1c e stx1d, descritas recentemente, e stX2f 
que ainda não foi descrita em estirpes de STEC associadas com infecções em 
humanos. 
4.1.2 Amplificação dos genes stx 
As condições estabelecidas para a realização da PCR para amplificar os 
genes stx estão descritas na Tabela 4. 
O seguinte programa foi utilizado: 1 ciclo de 94°C por 5 min; 35 ciclos de 
94°C por 1 min, 47°C por 30 s, 72°C por 30 s; seguidos de 1 ciclo de 72°C por 10 
min. 
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TABELA 4 -  CONCENTRAÇÕES DOS REATIVOS EMPREGADOS 
NA PCR PARA OS GENES stx
Componente/concentração Volume
DNA 10,0(jL
Tampão de PCR 10X 5,0|jL
MgCI2 50mM 2,0pL
dNTP 5mM 2,0mL
Iniciador stxF 100pmol 0,5pl_
Iniciador stxR lOOpmol O.õpL
Taq DNA Polimerase 5U/pL 0,5|jL
Água ultra pura estéril 29,5|jL
4.1.3 Extração de DNA
Os três métodos de extração de DNA descritos no item 3.5 foram analisados 
quanto ao desempenho na PCR utilizando amostras de DNA extraído de culturas 
puras de E. coli 0157:H7 (sfx/ stx2+) e E. coli ATCC 25922 (stxi stx2'), ou de fezes 
artificialmente contaminadas com E. coli 0157:H7. Quando as amostras de DNA 
extraídas utilizando os métodos propostos (OLSVIK; STROCKBINE, 1993; PATON; 
PATON, 1993b; AUSUBEL et al., 1999) foram ensaiadas por PCR para os genes stx 
foram obtidos os resultados que são exibidos na Figura 4.
Os resultados apresentados na Figura 4 linhas 3, 5 e 6 indicam que os três 
métodos de extração forneceram DNA adequado para a reação de PCR uma vez 
que todas permitiram a amplificação de bandas do tamanho esperado, 
aproximadamente 220pb, e aparentemente com a mesma intensidade. Entretanto, 
em algumas das amostras fecais artificialmente contaminadas com a STEC 0157:H7 
não ocorreu amplificação com o DNA extraído utilizando o método de PATON 
(1993b).
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FIGURA 4- AMPLIFICAÇÃO DOS GENES stx COM DNA DE STEC 




1 2 3 4 5 6 
Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR para stx 1. marcador de massa 
molecular 1 Kb DNA Ladder; 2. amostra de fezes artificialmente contaminada com STEC 
0157 (stx/ stx2+) submetida à extração segundo Paton (sem banda de amplificação); 3. 
amostra de fezes artificialmente contaminada com STEC 0157 (stx/ stx/ ) submetida à 
extração segundo Olsvik e Strockbine; 4. controle negativo (DNA de E. co/i ATCC 25922; 
stx1- stx2-); 5. amostra de fezes artificialmente contaminada com STEC 0157 (stx/ stx/) 
submetida à extração segundo Paton; 6. amostra de fezes artificialmente contaminada com 
STEC 0157 (stx/ stx/ ) submetida à extração segundo Ausubel. 
O método escolhido para dar seqüência ao trabalho foi o de OLSVIK e 
STROCKBINE (1993) pela rapidez, menor custo, não toxicidade, facilidade de 
execução e por ter amplificado todas as amostras. Em resumo o protocolo proposto 
neste trabalho para a triagem de STEC em amostras fecais emprega cultura em 
ágar MacConkey seguido da extração de DNA pelo método de OLSVIK e 
STROCKBINE aliados a PCR para genes stx utilizando um único par de iniciadores, 
o que reduz o custo e mão de obra do ensaio. 
Nessas condições foi possível amplificar, de modo reprodutível, os genes stx 
das estirpes de STEC 0157:H7 (stx/ stx/ ); 0157:H7 (stx1- stx/; estirpes do IAL e 
LACEN) e 0111 :H8 (stx1 +stx2-) conforme evidenciado na Figura 5. 
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Eletroforese em gel de agarose a 2% dos produtos de PCR para stx. 1. controle negativo, 
ausência de banda de amplificação (DNA de E. co/i ATCC 25922); 2. banda de fraca 
intensidade de -220pb (DNA de STEC 0157:H7 extraido de suspensão com 102 UFC/ml); 
3. banda de -220pb (DNA de STEC 0157:H7 stx1- stx/ ); 4. marcador de massa molecular 
1 Kb DNA ladder; 5. DNA do plasmídeo pCB10 digerido com Hind 111; 6. banda de -220pb 
(DNA de STEC 0111 :H8 stx1 + stx2-); 7. banda de -220pb (DNA de STEC 0157:H7 stx1-
stx/ ); 8. banda de -220pb (DNA de STEC 0157:H7 stx1 + stx/). 
4.2 Limite de detecção do protocolo 
Com o objetivo de conhecer o limite de detecção do método foram 
preparadas suspensões de STEC 0157:H7 (stx/, stx/ ) com concentrações 
conhecidas, como descrito no item 3.7. Os resultados obtidos na PCR realizada com 
concentrações de STEC variando de 105 a 1 UFC/ml estão mostrados na Figura 6. 
FIGURA 6- LIMITE DE DETECÇÃO DO PROTOCOLO DE TRIAGEM PARA STEC 
1234 5678 
1 Kb __. 
506 pb ... 
-220 pb ... 
Eletroforese em gel de agarose a 2% de produtos de PCR para stx. 1. 
1 Kb DNA Ladder; 2. controle negativo; 3. 0157:H7- 1 UFC/ml; 4. 
0157:H7 - 10 UFC/ml; 5. 0157:H7 - 102 UFC/ml; 6. 0157:H7 - 103 
UFC/ml; 7. 0157:H7 -104 UFC/ml; 8. STEC 0157:H7 -105 UFC/ml. 
Como observado na Figura 6 o limite de detecção do método é de 
100UFC/mL, concentração na qual se observou uma banda intensa no gel corado 
com brometo de etídeo e visualizado sob luz ultravioleta. Entretanto, a imagem 
capturada foi prejudicada pelas características do sistema 1D Kodak (DC40 câmera). 
4.3 Sensibilidade e especificidade do protocolo 
Para avaliar a sensibilidade e a especifidade do protocolo proposto para a 
amplificação dos genes stx foram utilizadas estirpes de STEC (Tabela 1) e os 
organismos não-produtores de toxina Shiga citados no item 3.8. 
Diferente do observado com todas as estirpes de STEC analisadas, não 
houve amplificação da banda de aproximadamente 220pb com o DNA extraído dos 
organismos não produtores de toxina Shiga. 
4.3.1 Comparação entre PCR e o ensaio de citotoxicidade 
Das 43 amostras de E. coli de origem bovina previamente analisadas através 
do ensaio de citotoxicidade para células Vero, considerado como método padrão 
para a detecção de toxina Shiga, 25 foram consideradas como positivas e 18 como 
negativas em relação à produção da toxina. Quando analisadas através do protocolo 
proposto nesse trabalho apresentaram os resultados indicados na Tabela 5, onde o 
teste de citotoxicidade foi considerado como o método padrão. Ensaios com os 
mesmos resultados em ambos os testes foram considerados como verdadeiros 
positivos (VP) ou verdadeiros negativos (VN). Os resultados discrepantes pela PCR 
foram considerados como falsos negativos (FN) ou falsos positivos (FP) (FORBES; 
SAHM; WEISSFELD, 2002). 
TABELA 5 - COMPARAÇÃO ENTRE OS ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E PCR 
PCR 
Ensaio de citotoxicidade 
Positivos Negativos 
Positivos 23 (VP) 04 (FP) 
Negativos 02 (FN) 14(VN) 
A sensibilidade e especificidade do protocolo de PCR foram calculadas, 
segundo FORBES, SAHM e WEISSFELD (2002): 
Sensibilidade = VP / VP +FN| e [Especificidade = VN / VN + FP 
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Os valores obtidos foram 92% e 78%, respectivamente, para sensibilidade e 
especificidade. 
4.4 Triagem das amostras de fezes para presen~a de STEC 
Entre as 331 amostras analisadas, 323 foram consideradas como negativas 
para stx, devido a ausencia de banda de amplifica~o de aproximadamente 220pb. 
Entre estas estAo incluidas as 25 amostras dos controles que nAo apresentavam 
diarreia. 
Em seis amostras, M03, D104, J210, C213, P215 e J307, foram observados 
produtos de amplifica~o do tamanho esperado de aproximadamente 220pb, 
sugerindo a presenc;a de genes stx (Figura 7). As amostras foram ensaiadas em 
condic;Qes mais estringentes de anelamento (52°C), e nao houve altera~o no 
padrao observado. Em duas amostras, designadas T83 e D300, ocorreu a 
amplificac;ao de fragmentos de DNA de tamanho aproximado de 300pb, maior que o 
esperado para os genes stx. A amplifica~o desse fragmento persistiu mesmo 
quando a amostra foi ensaiada em temperatura de anelamento de 52°C. Estas 
amostras foram submetidas ao mesmo tratamento daquelas que apresentaram a 
banda de amplifica~o de aproximadamente 220pb. 
FIGURA 7- PADRAO DE AMPLIFICACAO DAS AMOSTRAS EMPREGANDO 
OS INICIADORES PARA OS GENES stx 
1 Kb_. 
506 pb ... 
220 pb ... 
Eletroforese em gel agarose a 2% de amostras que apresentaram bandas de amplificayao 
com os iniciadores para stx. 1. 1 Kb DNA Ladder; 2. pCB10 digerido com Hind Ill; 3. 
amostra M03; 4. amostra 0104; 5. amostra T83; 6. controle negative; 7. STEC 0111:H8 
(stx/, stx£); 8. STEC 0157:H7 (stx/, stx2•). ' 
As amostras que apresentaram bandas de amplificação foram coletadas 
durante os meses de março (T83 e D104), junho (J210, C213 e P215), outubro 
(D300 e J307) e novembro (M03) como evidenciado na Figura 8. 
A Tabela 6 mostra informações sobre a procedência e o sexo das crianças 
cujas amostras foram amplificadas com os iniciadores para stx. 
TABELA 6 - DADOS REFERENTES ÀS AMOSTRAS QUE APRESENTARAM 
BANDA DE AMPL FICAÇÃO NA PCR 
Identificação Sexo Amplicon (pb) Procedência 
M03 F -220 Telêmaco Borba 
T83 M -300 São J. dos Pinhais 
D104 M -220 Colombo 
J210 M -220 Colombo 
C213 M -220 Colombo 
P215 M -220 Colombo 
D300 F -300 Araucária 
J307 F -220 Araucária 
LEGENDA: F - sexo feminino; M - sexo masculino. 
FIGURA 8 - POSITIVIDADE DAS AMOSTRAS 
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Colônias isoladas dessas amostras foram submetidas novamente ao 
protocolo para detecção de stx conforme o item 4.1. Em apenas cinco das oito 
amostras foi possível isolar as colônias associadas com a produção da banda de 
amplificação. Em duas amostras, D104 e J307, foi observada grande instabilidade 
dos genes stx. 
Considerando as seis estirpes de STEC isoladas na população de 306 
amostras de fezes diarréicas obteve-se uma incidência de 1,96% nessa população. 
4.5 Identificação bioquímica e perfil de susceptibilidade das bactérias 
Os resultados obtidos na identificação bioquímica e antibiograma das 
bactérias estão descritos nas Tabelas 7 e 8. 
4.6 Teste das bactérias frente ao antisoro 0157 
Todas as estirpes de STEC isoladas foram não-reagentes frente ao antisoro 
0157, sendo caracterizadas como não-0157. 
4.7 Imunoensaio para detecção de toxina Shiga 
As cinco estirpes isoladas foram testadas quanto à produção de toxina Shiga 
(conforme item 3.12) sendo o resultado positivo apenas para a estirpe de STEC 
isolada da amostra M03, com título de 1:16. 
TABELA 7 - IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA DAS BACTÉRIAS 
ISOLADAS NA TRIAGEM PARA stx 
Prova 
Amostra 
M03 T83 D104 D300 J307 
ONPG + + + - + 
ADH - + + + + 
LDC + _ + - + 
ODC + _ + - _ 
CIT _ + _ + _ 
H2S _ + _ - -
URE _ _ _ - _ 
TDA _ _ _ - _ 
IND + - + - + 
VP _ _ _ + _ 
GEL _ _ _ - _ 
GLU + + + + + 
MAN + + + + + 
INO _ _ _ + _ 
SOR + + + - + 
RHA - + + - + 
SAC + - + + + 
MEL + + + + + 
AMI 
• 
_ _ + _ 
ARA + + + + + 
Identificação E. coli C. freundii E. coli E. cloacae E. coli 
LEGENDA: ONPG - o-nitrofenol-galactopiranosídeo; ADH - desaminação da L-arginina; 
LDC - lisina; ODC - ornitina; CIT - citrato; H2S - produção de ácido sulfídrico; URE - uréia; 
TDA - desaminação do L-triptofano ; IND - indol; VP - prova de Voges Proskauer; GEL -
gelatina; GLU - glicose; MAN - manose; INO - inositol SOR - sorbitol; RHA - ramnose; 
SAC - sacarose; MEL - melibiose; AMI - amigdalina; ARA - arabinose. 
Resultados );;> 55 
TABELA 8- PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DAS BACTÉRIAS ISOLADAS 
Antibiótico 
Susceptibilidade 
M03 T83 D104 D300 J307 
Acido nalidíxico s s s s s 
Amicacina s s s s s 
Ampicilina R R R R I 
Cefalotina s I s I s 
Ciprofloxacina s s s s s 
Cloranfenicol s s s s s 
Gentamicina s s s s s 
Nitrofurantoína s s s s s 
Norfloxacina s s s s s 
Sulfametoxazol+ Trimetoprim s s s s s 
LEGENDA: R - resistente; I - intermediário; S - sensível 
4.8 PCR multiplex para os genes de virulência stx1, stx2, eaeA e hlyA 
As bactérias isoladas foram analisadas através de PCR Multiplex para a 
presença dos genes de virulência stx1, stx2, eaeA e hlyA como descrito no item 




FIGURA 9 - PCR MUL TIPLEX 
Eletroforese em gel agarose a 2% de amostras de E. co/i isoladas. 1. 100 pb DNA Ladder; 
2. amostra J307 (stx2+, stx1}; 3. amostra 0104 (stx2+, stxn; 4. amostra M03 (stx/, eae+, 
hly}; 5. amostra de STEC 0111 :H8 (stx/, eae+, hly}; 6 e 7. STEC 0157:H7 (stx/, stx/ , 
eae}; 8. controle negativo. 
TABELA 9 - GENÓTIPO DAS ESTIRPES DE E. coli ISOLADAS 
Amostra Genótipo Sorogrupo 
M03 sfx/eae* hly+ não-0157 
D104 stx2+ não-0157 
J307 stx2 não-0157 
4.9 Seqüenciamento dos amplicons 
Os resultados obtidos no seqüenciamento dos amplicons, após a 
comparação com os dados depositados no GenBank e alinhamento através do 
programa Clustal X estão mostrados na Tabela 10 e nas Figuras de 10 a 18. 
TABELA 10 - RESULTADOS DA COMPARAÇÃO DA SEQUÊNCIA DOS AMPLICONS 
COM AS SEQÜÊNCIAS DE GENES DEPOSITADAS NO GENBANK 
Amplicon Homologia Valor de e Identidade (%) 
M03 stx1 1e -90 100 
D104 stx2e 1e -110 100 
J210 stx2 1e -19 92 
C213 StXi 2e -26 93 
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FIGURA 10 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 
M03 COM A REGIÃO CORRESPONDENTE DO GENE síx, 
stxl ATACAGAGGGGATTTCGTACAACACTGGATGATCTCAGTGGGCGTTCTTATGTAATGACT 
MO3 ATACAGAGGGGATTTCGTACAACACTGGATGATCTCAGTGGGCGTTCTTATGTAATGACT 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 7 t * * * * * * * * * * * * * * * 
stxl GCTGAAGATGTTGATCTTACATTGAACTGGGGAAGGTTGAGTAGCGTCCTGCCTGACTAT 
MO 3 GCTGAAGATGTTGATCTTACATTGAACTGGGGAAGGTTGAGTAGCGTCCTGCCTGACTAT ************************************************************ 
Stxl CATGGACAAGACTCTGTTCGTGTAGGAAGAATTTCTTTTGGAAGCATTAAT 
MO 3 CATGGACAAGACTCTGTTCGTGTAGGAAGAATTTCTTTTGGAAGCATTAAT *************************************************** 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
FIGURA 11 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 
T83 COM A REGIÃO CORRESPONDENTE DO GENE STY 1063 DE S. typhi 
CAATTCAGGAAATTCCGCTGAC-AGCGGACAACCAGCAGTTCAGCATCGTCCTGGGTGGT 
CAATTCAGGAAATCCCGCTGACCAGCGGATAACCAACAATTCAGCATCATCCAGGCTGGT * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
GTCACCTGGCGGATTAGCATCATATGGCGCGATCTGTACTGGATTATGGACCTGCAGAAC 
ACCACCTGGCGGATTAGCATCACCTGGCGCGATCTGTACTGGATTATGGACCTGCAGAAC * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
GACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACTGGTGCTGACCTGCTGGCG 
GACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACGGGGGTTGACCTGTTGGCG * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
CAGTACGCCTGTATGGGGCTTGGTTTTAAGCTGGTGGTGGTCTGTGATGACAACACACAG 
CAGTACGCCTATATGGGGCTTGGTTTTAAGCTGGTGGTGGTCTGCGATGACAGCACACAG * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
G AT T AC C C C AC 











NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
Os nucleotídeos sublinhados indicam a região de anelamento do iniciador stxR. 
FIGURA 12 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 













































* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 





Dl04 TATACTGAATTGCCATCATCAGG *********************** 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
Os retângulos indicam a homologia entre a seqüência D104 e o gene stx2e• 
FIGURA 13 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 












J210 TCCTTCCGGAATATC * ******** **** 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
FIGURA 14 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 
C213 COM A REGIÃO CORRESPONDENTE DOS GENES s/x, 
Stxl GGATGATCTCAGTGGGCGTTCTTATGTAATGACTGCTGAAGATG-TTGATCTTACATTGA 
C213 GGATGATNTCAGTGGGCNTTCT-AAACGATGACTCCGGGAGATGGTTGACCTCACATTGA ******* ********* **** * ****** * * ***** **** ** ******* 
stxl ACTGGGGAAGGTTGAGTAGCGTCCTGCCTGACTATCATGGACAAGACTCTGTTCGTGTAG 
C213 ACTGGGGAAGATTGAGCAATGTCCTTCCTGATTATCATGGACAAGACTCTGTTCGTGTAG ********** ***** * ***** ***** **************************** 
Stxl GAAGAATTTCTTTT 
C213 GAAGAATATCCTTT 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
FIGURA 15 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 
P215 COM A REGIÃO CORRESPONDENTE DOS GENES stx, 
Stxi AATGACTGCTG-AAGATGTTGATCTTACATTGAACTGGGGAAGGTTGAGTAGCGTCCTGC 
P215 AATGACATCCGGNAGANGTNGACCTCACTTTGAACTGGGGAAGATTGAGCAATGTCCTGC ****** * * *** ** ** ** ** ************** ***** * ******* 
Stxi CTGACTATCATGGACAAGACTCTGTTCGTGTAGGAAGAATTTCTTTTG 
P215 CTGATTATCATGGACAAGACTCTGTCCGTGTAGGAAGAATATCCTTTG **** ******************** ************** ** **** 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
FIGURA 16 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 
D300 COM A REGIÃO CORRESPONDENTE DO GENE STY 1063 DE S. typhi 
STY1063 CAATTCAGGAAATTCCGCTGACAGC GGACAACCAGCAGTTCAGCATCGTCCTGGGT 
D300 CAATTCAGGAAATCCCGCTGTCAGCTTGCGGATAACCAGCAATTCAGCATCATCCTGGCG 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
STY1063 GGTGTCACCTGGCGGATTAGCATCATATGGCGCGATCTGTACTGGATTATGGACCTGCAG 
D300 GGGACCACCTGGCGGATTAGCATCACCTGGCGCGATCTGTACTGGATTATGGACCTGCAG 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
STY1063 AACGACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACTGGTGCTGACCTGCTG 
D300 AACGACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACCGGCGCTGACCTGCTG 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
STY1063 GCGCAGTACGCCTGTATGGGGCTTGGTTTTAAGCTGGTGGTGGTCTGTGATGACAACACA 
D300 GCGCAGTATGGCTATATGGGACTCGGCTTTAAGCTGGTGGTGGTCTGCGACGACAGCACA 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
STY1063 CAGGATTACCCCACAAA 
D300 CAGGATTACCCGACGAA 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
Os traços (-) representam a ausência de nucleotídeos. 
Os nucleotídeos sublinhados indicam a região de anelamento do iniciador stxR. 
FIGURA 17 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DO AMPLICON 


















J307 GGAGAGGATGGTGTCAGAGTGGGGAGAATATCCTTTAATAATATATCAGCGATA ****************************************************** 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
FIGURA 18 - ALINHAMENTO DAS SEQÜÊNCIAS DE NUCLEOTÍDEOS DOS 
AMPLICONS T83 E D300 
D3 0 0 CCTGATGATGGCAATTCAGGAAATCCCGCTGTCAGCTTGCGGATAACCAGCAATTCAG 
T8 3 CCTGATGATGGCAATTCAGGAAATCCCGCTG ACCAGCGGATAACCAACAATTCAG 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
D 3 0 0 CATCATCCTGGCGGGGACCACCTGGCGGATTAGCATCACCTGGCGCGATCTGTACTGGAT 
T 8 3 CATCATCCAGGCTGGTACCACCTGGCGGATTAGCATCACCTGGCGCGATCTGTACTGGAT * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
D300 TATGGACCTGCAGAACGACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACCGG 
T8 3 TATGGACCTGCAGAACGACAGAGGGGAGCCGGTAATCTCCGGTATTCCTCTCGTCACGGG ********************************************************* * * 
D300 CGCTGACCTGCTGGCGCAGTATGGCTATATGGGACTCGGCTTTAAGCTGGTGGTGGTCTG 
T83 GGTTGACCTGTTGGCGCAGTACGCCTATATGGGGCTTGGTTTTAAGCTGGTGGTGGTCTG * ******* ********** * ********* ** ** ******************** 
D300 CGACGACAGCACACAGGATTACCCGAC 
T83 CGATGACAGCACACAGGATTATCCGAC 
NOTA: As seqüências foram alinhadas com o programa Clustal X. 
Os nucleotídeos idênticos nos dois fragmentos estão indicados por asteriscos. 
Os traços (-) representam a ausência de nucleotídeos. 
5 DISCUSSÃO 
Neste estudo a reação de PCR foi escolhida para a triagem de STEC em 
amostras fecais devido a sua versatilidade e elevadas sensibilidade e especificidade. 
O gene stx foi selecionado como alvo para a detecção das STEC pois além de 
marcador deste grupo de bactérias, é provavelmente o fator de virulência mais 
danoso para os humanos (KARMALI et al., 1983b; KARMALI et al., 1985; TARR; 
NEILL, 1996). 
Os três métodos de extração de DNA testados foram igualmente eficazes na 
reação de PCR, para DNA extraído de culturas puras de E. coli. Entretanto, quando 
a extração de DNA foi realizada a partir de culturas de fezes contaminadas 
artificialmente com STEC observou-se, em algumas amostras tratadas pela 
metodologia descrita por PATON e PATON (1993b), um efeito inibidor sobre a ação 
da Taq DNA Polimerase, o que não foi observado para as mesmas amostras 
processadas através das outras duas técnicas de extração (Figura 4). Mesmo 
quando gelatina 0,1%, Tween 20 0,1% e Nonidet P-40 0,1% (PATON; PATON, 
1993b) foram adicionados à mistura reacional, não foi observada amplificação para 
aquelas amostras. Além disso, esta metodologia apresenta um custo mais elevado 
devido ao uso de proteinase K e lisozima. A vantagem da metodologia de PATON é 
a redução no tempo de execução do ensaio. O método descrito por AUSUBEL e 
colaboradores (1999) apresentou bons resultados, mesmo nas culturas de fezes 
artificialmente contaminadas com STEC, mas apresenta desvantagens como o uso 
de reativos tóxicos, caros (proteinase K) e várias etapas de manipulação da amostra. 
Por essas razões o método selecionado para dar continuidade ao trabalho, foi o 
método da fervura descrito por OLSVIK e STROCKBINE (1993). 
A opção por um único par de iniciadores, e a adoção de um método rápido e 
barato de extração de DNA reduz o custo do teste e o volume de trabalho, facilitando 
a análise e otimizando o processamento simultâneo de várias amostras. 
O limite de detecção obtido, 100 UFC/mL (Figura 6), indica que o ensaio é 
sensível. PATON e PATON (1993b) relatam um limite de detecção de 1 UFC/mL 
mas utilizam para a detecção dos produtos de PCR, hibridização com uma sonda 
para genes stx o que aumenta a sensibilidade do teste. 
Com relação à especificidade, foi analisado DNA extraído das estirpes de 
STEC e estirpes de E. coli e outras bactérias stx'. Nas últimas não houve 
amplificação das bandas de aproximadamente 220pb, ao passo que estas estavam 
presentes em todas as estirpes de STEC analisadas, como era esperado. 
Quando comparado ao método padrão para a detecção de toxinas Shiga, o 
ensaio de citotoxicidade em células Vero (Tabela 5), o protocolo utilizado apresentou 
sensibilidade de 92% e especificidade de 78%. Quatro amostras apresentaram 
resultado falso positivo (negativas no teste de citotoxicidade e positivas pelo 
protocolo de triagem), fato que poderia ser justificado devido à existência de estirpes 
que possuem o gene stx mas não o expressam, ou expressam em concentrações 
muito baixas para serem detectadas, o que indicaria que a PCR, detectando 
diretamente a presença dos genes stx, teria maior poder para discriminar entre 
estirpes stx+ e stx'. Assim, o valor obtido para especificidade pode estar sendo 
subestimado porque os resultados considerados como falsos-positivos poderiam não 
estar sendo detectados pelo método de referência. 
O resultado falso negativo para duas amostras (positivo no ensaio de 
citotoxicidade e negativo no protocolo de triagem) pode ser decorrente de alguns 
fatores: (1) reações inespecíficas podem ter ocorrido no teste de citotoxicidade; (2) 
pode ter ocorrido perda do gene stx durante o subcultivo; ou (3) como as estirpes 
testadas ainda não foram caracterizadas é possível que contenham um gene 
variante não detectado pelos iniciadores utilizados. 
Quando protocolo estabelecido neste trabalho foi aplicado à triagem de 
STEC em amostras clínicas, mostrou ser prático e adequado à rotina laboratorial 
permitindo a análise de amostras em aproximadamente cinco horas, excluindo-se o 
tempo de cultivo. 
Entre as 306 amostras de crianças com diarréia, seis apresentaram a banda 
de amplificação do tamanho esperado (Figura 7). Isto corresponde a uma incidência 
de STEC de 1,96% na população estudada. Este valor pode estar sendo 
subestimado, uma vez que nem todas as amostras analisadas foram mantidas em 
condições ideais desde o momento da coleta até a análise. Ainda assim, este valor 
está dentro da faixa de 1,5 a 4,0% descrita para a população norte-americana 
quando métodos moleculares foram utilizados para diagnóstico (KEHL, 2002), e 
igual àquela relatada por KLEIN e colaboradores (2002) de 2,1% em uma população 
de crianças com diarréia. 
Este é o primeiro relato sobre o isolamento e freqüência de STEC em fezes 
de humanos no Paraná. As STEC foram isoladas de crianças procedentes dos 
municípios de Araucária e Colombo que fazem parte da região metropolitana de 
Curitiba, e de Telêmaco Borba município localizado a cerca de 250 km da capital 
paranaense. Três das amostras positivas foram coletadas em meses de clima 
quente, verão e início do outono, mas as outras três, no mês de junho, geralmente 
período de baixas temperaturas, sugerindo que as infecções por STEC ocorrem 
durante o ano todo, (Figura 8) não havendo predomínio nos meses quentes. 
Entretanto o número de casos estudados é pequeno, e a análise de uma amostra 
maior é necessária para confirmar o achado. 
Das 6 amostras que produziram a banda de amplificação de 220pb (Tabela 
6), em apenas 3 foi possível isolar os organismos que continham genes stx. 
Segundo PATON e colaboradores (1996) isto pode ocorrer devido a presença de um 
grande número de outros coliformes nas amostras e à alta sensibilidade da PCR. 
Portanto, a detecção sensível dos genes stx em uma mistura de bactérias não 
garante necessariamente o isolamento de STEC, uma vez que ocorre uma rápida 
queda no número de organismos excretados nas fezes poucos dias após o início 
dos sintomas (KARCH et al., 1999) requerendo a análise de muitas colônias 
isoladas, resultando em custo e trabalho aumentados. Este achado reforça a 
importância da utilização da PCR na triagem de STEC em amostras clínicas. 
As 3 estirpes foram isoladas de crianças com diarréia, mas sem evidência de 
sangue nas fezes. Todas pertencem ao grupo das STEC não-0157 (Tabela 9), o 
que está de acordo com os achados de IRINO e colaboradores (2002), que mostram 
a prevalência de STEC não-0157 no país. Todas apresentaram a reação de sorbitol 
positiva (Tabela 7), o que reforça a baixa sensibilidade do MacConkey Sorbitol para 
a triagem de STEC e a importância do emprego de métodos capazes de detectar 
também as STEC não-0157. 
As estirpes de E. coli isoladas foram positivas para a reação de 
descarboxilação da lisina (Tabela 7). GUTH e colaboradores (2003a) observaram 
que estirpes de STEC do sorogrupo 0111 não são capazes de descarboxilar esse 
aminoácido, característica que permite diferenciá-las de outras categorias de E. coli 
patogênicas do mesmo sorogrupo e que poderia ser utilizada na identificação 
presuntiva de STEC 0111. Assim, embora as estirpes de STEC isoladas no 
presente trabalho não tenham sido tipadas sorologicamente, a propriedade de 
descarboxilar a lisina seria uma prova presuntiva de que as mesmas não pertencem 
ao sorogrupo 0111. 
O perfil de susceptibilidade aos antibióticos (Tabela 8) mostra que as 
estirpes de STEC isoladas são sensíveis a maioria dos antibióticos testados, com 
exceção da ampicilina. A resistência a este antibiótico entre as STEC já foi reportada 
por vários autores (EKLUND, SCHEUTZ, SIITONEN, 2001; SCHROEDER et al., 
2002; GUTH et al., 2003b). Diferente dos resultados de SCHROEDER e 
colaboradores (2002), em estudo realizado com estirpes de STEC isoladas em 
vários países, que detectaram que cerca de 70% das estirpes eram multi-
resistentes, e do relato de EKLUND, SCHEUTZ e SIITONEN (2001), realizado 
basicamente com estirpes isoladas na Finlândia, que encontraram 21% de estirpes 
resistentes a um ou mais antibióticos, o perfil de susceptibilidade das STEC isoladas 
de humanos no Brasil indica que esses organismos são na sua maioria sensíveis 
aos antibióticos (GUTH et al., 2003b), dado que é reforçado pelos resultados do 
presente trabalho. 
Em duas das estirpes de E. coli foi observada uma grande instabilidade dos 
genes stx em subcultivos. A perda de genes stx em estirpes de STEC durante o 
isolamento ou subcultivo já foi descrita nos sorotipos 02:H5, 026:H11, 073:H34 e 
0100:H32 (KARCH et al., 1992), e em estirpes stx+ de C. freundii e E. cloacae 
(TSCHÂPE et al., 1995; PATON; PATON, 1997). A perda de genes sfxfoi associada 
com o desaparecimento de um fragmento Xba\ de 70 a 80 kb do DNA da STEC 
0157:H7 analisado em eletroforese em campo pulsado, o que possivelmente está 
associado com a excisão do fago (MURASE et al., 1999). 
Quando analisadas frente aos anticorpos anti-toxinas Shiga 1 e 2 através do 
imunoensaio de aglutinação passiva reversa VTEC-Screen Seiken, apenas uma das 
3 estirpes de E. coli isoladas mostrou reação positiva comprovando a produção de 
toxina. Esta E. coli apresenta o gene stxi, ao passo que as estirpes não reagentes 
contém genes stx2 ou suas formas variantes. Estes dados confirmam o relato de 
BEUTIN, ZIMMERMANN e GLEIER (2002), que mencionam a falha do VTEC 
Screen- Seiken na detecção de algumas Stx2 e não reagem ou o fazem fracamente 
com algumas variantes de Stx2. 
O ensaio para detecção de genes stx1t stx2, eae e hly através de PCR 
Multiplex foi realizado para estimar o potencial de virulência das estirpes em estudo. 
Na estirpe M03, foram detectados os genes stx-,, eae e hly (Figura 9 e Tabela 9). A 
presença do gene stx-, foi confirmada através de seqüenciamento de DNA (Figura 
10). A presença dos genes stx1t eaeA e hlyA foi descrita por GUTH e colaboradores 
(2002a) em duas estirpes de STEC sorogrupo 0111 isoladas de crianças com 
diarréia e sem presença de sangue nas fezes, como observado nas amostras 
analisadas neste estudo. Outros trabalhos indicam que a associação entre sfx? e eae 
parece ser muito comum nas estirpes de STEC isoladas no país (IRINO et al., 2000; 
GUTH et al., 2000; 2003b). 
As estirpes D104 e J307 apresentaram um perfil diferente. Houve 
amplificação apenas da banda referente ao gene stx2, o que lhes confere o genótipo 
stxi, stx2+, eae' e hly'. Os genes stx2l stx^a, stx&hb, já foram encontrados em várias 
estirpes de STEC no Brasil, mas aparentemente em associação com eae e hly. 
Assim, aparentemente o perfil apresentado pelas estirpes D104 e J307 ainda não foi 
descrito no país. Contudo, já foi relatado entre estirpes não-0157 na Finlândia e 
associado com casos esporádicos de infecção por STEC (EKLUND, SCHEUTZ, 
SIITONEN, 2001). A ausência do gene eae, que se localiza na ilha de 
patogenicidade LEE, levanta a possibilidade que as estirpes D104 e J307 possam 
conter o gene saa (PATON et al., 2001), descrito até o momento somente em 
estirpes que não contém LEE. 
Os amplicons obtidos com os iniciadores stxF e stxR foram submetidos à 
reação de seqüenciamento. Os resultados são exibidos na Tabela 10 e nas Figuras 
de 10 a 18. Para o amplicon da estirpe M03 houve 100% de homologia com o gene 
stx1 descrito por JACKSON e colaboradores (1987) considerando-se a região que foi 
seqüenciada (Tabela 10 e Figura 10). Para as amostras denominadas C213 e P215, 
nas quais não foi possível o isolamento das colônias de STEC, o seqüenciamento de 
DNA confirmou a presença de genes stx e sugere que sejam genes sfx? (Figuras 14 
e 15). O mesmo ocorreu com a amostra J210 na qual foi encontrado um gene stx2 
(Figura 13). 
Para os amplicons D104 e J307 houve homologia com genes stx2. Para o 
primeiro houve 100% de identidade com a seqüência correspondente da variante 
stx2e (Tabela 10 e Figura 12). Esse dado precisa ser confirmado com o 
seqüenciamento total do gene. A variante Stx2e foi descrita inicialmente em suínos, 
mas posteriormente foi isolada de casos de infecção em humanos. Na estirpe de 
STEC 0101 a presença de stx2e foi descrita concomitantemente com a ausência dos 
genes de virulência eae e hly (THOMAS et al., 1994; FRANKE et ai., 1995), o que 
também foi observado para a estirpe D104. 
O amplicon J307 apresentou maior nível de homologia com a variante stx2 
94C, descrita por PATON e colaboradores (1995) (Figura 17). Estirpes com as 
variantes de stx2 acima descritas já foram isoladas de casos de diarréia e SHU. 
O seqüenciamento dos amplicons T83 e D300, que apresentam 
aproximadamente 300pb, indicou homologia com o gene STY1063 (Tabela 10 e 
Figuras 11, 16 e 18). Este gene foi identificado durante o seqüenciamento do 
genoma de Salmonella typhi (PARKHILL et al., 2001). Codifica uma hipotética 
proteína de fago com função desconhecida. Considerando a importância dos fagos 
sobre a virulência bacteriana (WAGNER; WALDOR, 2002), pode-se especular que o 
achado deste gene no genoma de E. cloacae e C. freundii possa conferir a essas 
duas estirpes propriedades de virulência compartilhadas com S. typhi. 
6 CONCLUSÕES 
IFo i estabelecido um protocolo de PCR custo-efetivo para a triagem e isolamento 
de STEC em amostras fecais com limite de detecção de 100 UFC/mL; 
2. Estirpes de STEC foram detectadas em 6 de 306 crianças com diarréia, indicando 
uma incidência de 1,96% nessa população; 
3. As amostras M03, C213 e P215 continham genes stxi e as amostras D104, J210 
e J307 genes stx2 ou seus variantes; 
4. As 3 estirpes de STEC isoladas pertencem ao grupo das STEC não-0157 e são 
sensíveis à maioria dos antibióticos testados, excetuando-se a ampicilina; 
5. A estirpe M03 apresentou os genes de virulência: stx1t eae e hly\ 
6. As estirpes D104 e J307 apresentaram apenas os genes stx2, e não produziram 
bandas de amplificação com os iniciadores para eae e hly, 
7. Genes com alta homologia com o gene STY1063, que codifica uma hipotética 
proteína de fago de função desconhecida, descrito em Salmonella typhi, foram 
detectados em estirpes de C. freundii e E. cloacae. 
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jg iä HOSPITAL DE CLÍNICAS 
T l É 3 UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
Curitiba, 17 de dezembro de 2.002. 
limo (a) Sr. (a) 
Prof3 Cyntia Maria Telles Fadel Picheth 
Nesta 
Prezado(a) Senhor(a): 
Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado 
'IDENTIFICAÇÃO E CARCTERIZAÇÃO MOLECULAR DE ESCHERICHIA COLI SHIGA 
TOXIGÊNICA (STECT, foi analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos, em reunião realizada no dia 29 de outubro de 2.002, o referido 
projeto atende aos aspectos das Resoluções CNS 196/96 , 251/97 e 292/99, sobre 
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. 
Protocolo CEP-HC N° 062EXT016/2002-10. 
Atenciosamente, 
Prof. Dr-Reriato Tambara Filho 
Coordenador do Comitê de Ética errT Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clinicas - UFPR 
ANEXO 2 >87 
REATIVO PROCEDENCIA 
100pb Ladder Amershan Biosciences (Piscataway, NJ, USA) 
1Kb DNA Ladder 
Oligonucleotídeos iniciadores 
Invitrogen (São Paulo, Brasil) 
Acido bórico 




Merck (Darmstad, Germany) 
Agar Müller Hinton Oxoid (Hampshire, England) 
Ágar Tripticaseína de Soja (TSA) 
Ágar MacConkey 





Caldo Tripticaseína de Soja (TSB) Diagnostics Pasteur (Marnes la Coquette, France) 




Proteinase K (Fungai) 
Fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 
Invitrogen (Canada) 
SDS Allied Signal Riedel-de Häen (Seelze, Germany) 
Taq DNA Polimerase Invitrogen (Brasil) 
Lab Trade do Brasil 
